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LÙI NÚI ĐẦU 


rong gần thập niên trở lại đây nghề nuôi thủy sản của Việt Nam nói 

chung và nghề nuôi tôm sú nói riêng đã có bước phát triển vượt bậc về 

trình độ nuôi cũng như về sản lượng. Khắp nơi, nhiều vùng nuôi tôm sú 
được mở ra với sự đa dạng cả về hình thức, quy mô lẫn kỹ thuật nuôi. Năm 2003 tổng 
sản lượng tôm nước lợ nuôi ở Việt Nam đạt 210.000 tấn, trong đó Đông Bằng Sông 
Cửu Long cung cấp khoảng 146.000 tấn và góp phần đưa kim ngạch xuất khẩu của 
ngành đạt trên 2,2 tỷ USD. Việt Nam thực sự trở thành một trong những quốc gia sản 
xuất tôm hàng đầu của thế giới. 


Càng với các cơ chế chính sách hợp lý, thông thoáng và khuyến khích của Nhà 
nước, nhu cầu tiêu dùng rất lớn mặt hàng tôm trên thế giới và nhất là giá cả rất hấp 
dẫn của đối tượng này nên nhiều vùng đất sản xuất nông nghiệp kém hiệu quả và các 
vùng hoang hóa đã được chuyển đổi sang nuôi trồng thủy sản. Nhiều vùng nuôi chuyên 
tôm được đầu tư và đưa vào khai thác từ duyên hải Bắc bộ, Miễn Trung, Đông và Tây 
Nam bộ trong đó vùng Tây Nam bộ chiếm trên 84% diện tích nuôi thủy sản mặn, lợ 
của cả nước. 


lên cạnh những mặt tích cực như đã đề cập, thực tế sản xuất đã chỉ rõ các hạn 
chế của hệ thống canh tác này như: 


-Các vấn đề liên quan đến suy thoái môi trường ao và vùng nuôi (lo chính hệ 
canh tác gây ra, 


- Vấn đề sử dụng thuốc và hóa chất ảnh hưởng đến an toàn vệ sình thực phẩm, 


-Vấn đề chỉ phí sản xuất ngày càng tăng do tốc độ tăng trưởng chậm, năng suất 
giảm, thời gian nuôi kéo đài, 

-Vấn đề quan trọng nhất là dịch bệnh gây chết hàng loạt trong hệ thống nuôi bán 
& thâm canh, đặc biệt dịch bệnh bộc phát trên diện rộng, lặp đi lặp lại nhiều lần trong 
năm và có tính chu kỳ ở mô hình nuôi quảng canh cải tiến. 


Cuốn sách "Một số bệnh thường gặp trên tôm sú (Penacus monodon), các 
phương pháp chẩn đoán và biện pháp phòng trị” là kết guả của đề tài nghiên cứu 
khoa học độc lập cấp Nhà nước được thực hiện trong 3 năm: 2000-2002 mà tác giả là 
Chủ nhiệm. Hy vọng rằng các kết quả được trình bày trong cuốn sách nhỏ này sẽ đóng 
góp những thông tin bổ ích cho bạn đọc và bà con nông dân quan tâm đến vấn đê bệnh 
tôm. 


Tác giả xin chân thành cảm ơn sự cộng tác của các tiến sĩ: Trần Thị Minh Tâm, 
Lý Thị Thanh Loan, Đỗ Thị Hòa; các thạc sĩ & kỹ sư : Lê Hàng Phước, Đỗ Quang Tiên 
Vương, Định Thị Thảy, Nguyễn Ngọc Du, Nguyễn Thị Hiền, Cao Thành Trung, 


9 


Nguyễn Hhồng Việt, Trần Tết Dương, Lê Lan Hương, Ngô Xuân Tuyến, Đoàn Văn 
Cường, Vguyễn Thị Mộng Hoàng, Lê Hữu Tài, Nguyễn Viết lũng và sự giúp đỡ của 
cán bộ khoa học kỹ thuật Phòng Bệnh học Thúy sản, Phòng Môi trường & Nguồn lợi, 
Phân viện Nghiên cứu Thúy sản Minh Hải thuộc Viện Nghiên cứu Nuôi trồng Thúy sản 
HQ Khoa Nuôi trồng Thúy sản — Đại học Thủy sản Nha Trang, Trung tâm Nghiên cứu 
Thúy sản HH-HBộ Thủy văn, Khoa Sinh học đại học Khoa học Tự nhiên-Đại học Quốc 
gíu TP.Hồ Chí Mình, Viện Vệ sinh Dịch tễ Hà Nội, Chỉ cục Bảo vệ Nguồn lợi Thúy 
sản, Trung tâm Khuyến ngự các tính Tiền Giang, Bến Tre, Sóc Trăng, Bạc Liêu, Cà 
Mfou, Kiên Giang & Trà Vinh. 


Túc giả cám ơn cứ nhân Nguyên Xuân Trính đã dành thời gian tập hợp, sứa chữa 
và biên tập bản thảo chuẩn bị cho việc xuất bản cuốn sách này. 


TÁC GIẢ 


1Ö 


Phần ï 


CÁC PHƯƠNG PHÁP CHẨN ĐOÁN 
BỆNH TRÊN TÔM SÚ 


Chương 1 


ỨNG DỤNG SINH HỌC PHÂN TỬ TRONG CHẨN ĐOÁN BỆNH 
TRÊN TÔM SÚ 


A. PH ƯƠNG PHÁP NESTED PCR (Lo, 1996) TRONG CHẨN ĐOÁN BỆNH 
ĐỐM TRẮNG TRÊN TÔM SÚ (Penaeus monodon) 


I. ĐẶT VẤN ĐỀ 


Trên toàn cầu hiện nay đã ghi nhận nhiều virus gây bệnh ở tôm, như 
IHHNV (Infectious Hematopoietic necrosis Virus) (Mari và ctv,1993), MBV 
(Monodon Baculovirus) (Chang và ctv,1993), WSSV (White Spot Syndrome Virus) 
(Lo và ctv,1996), YHV (Yellow head Virus) (Lo và ctv, 1996; Nadala và ctv, 
1997)... 


Trong số những virus gây bệnh trên tôm được ghi nhận cho đến nay, 
WSSV phân bố rộng rãi và gây ảnh hưởng nghiêm trọng nhất đến ngành công 
nghiệp nuôi tôm. Virus WSSV được xác định lây nhiễm đến nhiều loài tôm trong 
họ tôm he penaeid: Penaeus Japonicus, P. indicus, P. uannamei, P. chinensis, P. 
merguiensis, P. aztecus, P.duorarum và P.monodon (Lightner, 1998). Biểu hiện 
đặc trưng khi tôm bệnh do nhiễm WSSV: giảm ăn nhanh chóng, lờ đờ, xuất hiện 
những đốm trắng ở bên trong lớp vỏ, trong một số trường hợp tôm đang hấp hối, 
thân tôm có thể chuyển sang màu đỏ. WSSV gây chết tôm rất nhanh, chỉ vài giờ 
đến vài ngày sau khi có những triệu chứng trên xuất hiện, tỉ lệ chết cao có thể 
lên đến 80 -100% (Lo và ctv, 1996). 

WSSV có thể được phát hiện bằng nhiều kỹ thuật khác nhau: Phương 
pháp mô học, kính hiển vi điện tử, phương pháp Dot Blot, kỹ thuật lai phân tử, 
kỹ thuật PCR. Trong đó kỹ thuật PCR là kỹ thuật chẩn đoán nhanh, nhạy và có 
tính đặc hiệu cao, được nhiều nhà nghiên cứu quan tâm và phát triển. 

Trong bài viết này chúng tôi trình bày một số kết quả trong việc ứng dụng 
phương pháp Nested PCR (Lo và ctv,1996) để chẩn đoán WSSV trên tôm sú 
Penaeus monodon ở các giai đoạn phát triển khác nhau. 


II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
IL1.Vật liệu nghiên cứu 
HI.1.1. Môi đặc hiệu của WSSV 

Môi đặc hiệu của WSSV sử dụng trong phương pháp Nested PCR được ' 
thiết kế từ trình tự DNA Sall 1461 bp. Trình tự DNA SalI 1461 bp là một đoạn 
trong bộ gen của chủng virus gây bệnh đốm trắng trên tôm sú được phát hiện ở 


Đài Loan (Lo và ctv, 1996). Trình tự các môi: 146F1: #ACT ACT AAC TTC AGC 
CTA TCT AG 3' và 146RI1: 5'TAA TGC GGG TGT AAT GTT CTT ACG A 3) 


146F2: 5GTA ACT GCC CCT TCC ATC TCC A 3` và 146R2: 5TAC 3GC AGC 
TGC TGC ACC TTG T 3' (Lo và ctv,1996) 


II.1.2. Mẫu uật 


Mẫu chứng dương nhiễm virus WSSV và mẫu chứng âm do viện AHHRI 
cung cấp. 


Tôm bố mẹ thu tại các trại giống ở Vũng Tàu và Nha Trang, một số mẫu 
tôm bố mẹ có nguồn gốc nhập từ nước ngoài. 
Mẫu được chia làm 2 phần: Một phần được bảo quản trong cồn 95°, phần còn lại 
cố định trong dung dịch Davidson để phân tích mô học. 


HI.2. Phương pháp nghiên cứu 
HI.3.1. Bố trí thí nghiệm 
IL2.1.1. Thu nuẫu uà chuẩn bị dịch chiết DNA 


Mẫu tôm thu tại hiện trường được cố định ngay bằng cồn 95° theo tỉ lệ 
tôm:cồn = 1:3. Trường hợp tôm Postlarvae thu ít nhất 100 con, tôm lớn thu phần 
mang của 10-20 cơn, mẫu giáp xác nhỏ thu nguyên con, mẫu giáp xác lớn thu 
phần mang. Mẫu sau khi cố định cồn có thể được bảo quản lâu ở nhiệt độ thường. 
Tại phòng thí nghiệm, mẫu tôm sống hoặc đã cố định côn được tách chiết DNA: 
Tôm postlarvae tách chiết DNA khoảng 60 con, tôm lớn tách chiết DNA từ mang 
của 10-20 con, cua, còng tách DNA từ mang. 


Quy trình chiết DNA: Mẫu được nghiền trong cối sứ vô trùng với 600 k 
dung dịch tách chiết DNA (NaOH 0.025N, SDS 0.0125%). Dịch nghiền sau đó 
được dồn vào eppendorff 1,8 m], biến tính bằng cách đun sôi cách thủy 5-10 phút 
và làm lạnh nhanh ở điều kiện lạnh (nhúng vào nước đá) nhằm phá hủy hoạt 
tính sinh học một số chất có trong dịch chiết ảnh hưởng đến phản ứng PCR sau 
này. Tiếp theo, dịch nghiền được li tâm 5 phút ở tốc độ 13.000 vòng/phút, thu 
dịch nổi bên trên, dịch chiết được đem phân tích PCR ngay hoặc bảo quản ở ~ 
20°C (bảo quản được lâu) để phân tích sau. 
41.2.1.2. Phản ứng khuếch đại PCR đặc hiệu uới WSSV 

Phản ứng PCR chẩn đoán WSSV theo phương pháp Nested PCR (Lo và 
ctv,1996) gồm hai lần khuếch đại đặc hiệu một đoạn gen của WSSV dựa trên cặp 
mồi đặc hiệu đã nêu trên: 146F1, 146R1 (khuếch đại lần một) và 146 F2, 146 R2 
(khuếch đại lần hai). | 

Thành phân 50¿l phản ứng PCR bước 1: 45ul PCR Master Mix 5mM 
MgC]; (ABgene, Advanced Biotechnologies Ltd), lil 146R1 (25pmol⁄), lụÌ 
146F1 (25pmol/ul), 1ul nước cất hai lần, 2u] dịch chiết DNA từ mẫu phân tích. 


Thành phần 50¿l phản ứng PCR bước 2: 45ul PCR Master Mix, 1ul 146R2 
(25pmol/ul), 1ul 146E2 (25pmol/Hl), 3t sản phẩm khuếch đại bước một. 


Phản ứng khuếch đại PCB cả hai bước được thực hiện trên máy PCR và 
cài đặt với cùng một chế độ phản ứng. Chế độ phản ứng khuếch đại: 94°C trong 4 
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phút, 1 chu kỳ; 94°C trong 1 phút, 55°C trong 1 phút, 72”C trong 2 phút, 39 chu 
kỳ; 72C trong 5 phút, 1 chu kỳ. Sau khi khuếch đại, sản phẩm được phân tách 
ngay trên gel agarose hoặc giữ lạnh ở 4”C cho đến khi phân tích. 


Xúc định sản phẩm khuếch đại: 100] sản phẩm khuếch đại (của cả hai 
bước) được đem phân tách trên gel agarose 1% có chứa Ethidium bromide, điện 
đi trong dung dịch TBE 1X, thời gian 30 phút ở 100V. Đọc kết quả dưới tia UV: 
sản phẩm khuếch đại đặc hiệu DNA của WSSV ở bước 1 là1441bp và bước 2 là 
941bp. 


II.3.1.3. Khảo sát độ nhạy phản ứng PCR giữa hai lần khuếch đại 


Tiến hành pha loãng dịch chiết DNA của mẫu tôm bị nhiễm WBSSV theo 
hệ số pha loãng bậc 10 được một dãy các nông độ DNA WSSV bản mẫu theo 
chiều giảm dân từ 102 đến 10”. Chạy phản ứng PCR ở các nồng độ trên, thí 
nghiệm được lặp lại 10 lần trên 2 mẫu. Sản phẩm khuếch đại của hai bước được 
phân tích trên gel agarose 1%. 

II3.1.4. Khảo sát nông độ môi tối ưu ở hơi lần khuếch đại 

Trên cùng một mẫu dịch chiết DNA, tiến hành phản ứng PCR theo quy 
trình chuẩn phía trên trong đó có nông độ mồi khác nhau trong mỗi ống phản 
ứng. Các nồng độ môi lần lượt: 5,10, 15, 20, 25, 30, 0 pmol. 

Đối với phản ứng khuếch đại PCR bước 1: lượng DNA bản mẫu trong mỗi 
ống là như nhau (lấy cùng một thể tích dịch chiết của cùng một mẫu). 

Đối với phản ứng khuếch đại PCR bước 2: lượng DNA bản mẫu trong mỗi 
ống là như nhau (lấy cùng một thể tích sản phẩm khuếch đại bước 1 của cùng 
một mẫu). 

Tiến hành điện di trên gel agarose 1% và đọc kết quả dưới tia ỦV. 

II.3.9. Ứng dụng phân tích thử nghiệm trên một số mẫu 

Ứng dụng phân tích thử nghiệm một số mẫu tôm thu từ các tỉnh ĐBSCL 
trong năm 2000 và mẫu giáp xác hoang dã tại khu vục nuôi tôm thâm canh 
huyện Vĩnh Hậu-tỉnh Bạc Liêu để so sánh kết quả khác biệt giữa PCR bước 1 
với PCR. bước 2 theo quy trình của Lo,1996 . 

II.9.3. Ứng dụng trên mẫu thu từ năm năm 2000 đến năm 2002 

Ứng dụng các kết quả thử nghiệm về phương pháp Nested PCR trên ba 
nhóm tôm gồm: 407 mẫu tôm bố mẹ, 4505 mẫu tôm giống và 1337 mẫu tôm nuôi 
thương phẩm. Các kết quả phân tích Nested PCR trên ba nhóm mẫu này sẽ được 
so sánh với kết quả phân tích của phương pháp mô học truyền thống. 


Các mẫu đem phân tích phân bố như sau: 


Khoảng thời gian thu mẫu 


Loại tôm 
Năm 2000 Năm 2001 Năm 2002 
Bố mẹ 0 111 296 
Giống 0 441 4064 
Thương phẩm 314 374 649 


———————————_BốỐỒỐỒỐỐỐỐỂŸỀẼỀŸẼŸẼỀŸẼỀẼŸỀŸỀẶ CC 


So sánh kết quả xác định sự hiện diện của WSSV đồng thời bằng 3 
phương pháp Nested PCR, mô học truyền thống và kính hiển vi điện tử: số mẫu 
được chọn là 5 mẫu. : 


II. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
III.1. Độ nhạy phản ứng PCR giữa hai lần khuếch đại 


Khảo sát độ nhạy của phản ứng trên một số mẫu khác nhau chúng tôi 
nhận thấy độ nhạy giữa hai lần khuyếch đại chênh lệch lớn. Trong trường hợp 
này, khuếch đại 2 lần nhạy hơn khuếch đại 1 lần khoảng 10°-10! lần phù hợp với 
các nghiên cứu trước đây của Lo và cộng sự (1996). Kết quả trên cho thấy đây là 
một phương pháp chẩn đoán rất nhạy so với các phương pháp PCR thông thường 
(PCR một bước), phù hợp ứng dụng trong giám sát WSSV. 


Băng đặc hiệu 
WSSV 9-1bp 


1353bp S=Ÿ NV. 
Băng đặc hiệu 
WSSV 1441bp 


Hình 1: Sản phẩm khuếch đại bước 1 uò 2 phân tách trên gel 
agarose1% trong đệm TBE 1X, Giếng 1-3: sản phẩm khuếch 
đại bước 1 có độ pha loãng lân lượt 10! 10” 10”. Giếng 4-8: 
sẵn phẩm khuếch đại bước 2 có độ pha loãng lần lượt 10° 107 
10° 10° 107. M : thang DNA chuẩn (DNA marber) 


l6 


Bảng 1: Úớc lượng sản phẩm PCR ở 10 lần thí nghiệm lặp lại 
Kết quả phân tích PCR trên mẫu nhiễm WSSV 


STT Bước khuếch đại được pha loãn 
1D 1` 1 tợ 10° 105 10” 

PCR bước8 a +i+:. +? d++ ++ + - 3 
2 PCR bước 1 a ++ + ~ = & - ' 

PCR bước3 a +d+++C. + + +++ ++ + - õ 
3 PCR bưác1 a ++ + - - = = P, 

PCR bước8 a + Tdr+rO +++ ++ + +/- 
4 PCR bước1 a tự + - « = š ˆ 

PCR bước3 a ¬ ++ + = = 
5 PCR bước] a ++* _ ˆ - 3 F . 

PCR bước) a +?” +?++ +++ ++ + ữ b 
6 PCR bước1 b +++ ++ + + 2 ä 

PCR bước9 b +†i1+2 +†+++ +++ ++ ++ + + 
h PCR bước1 b +++ ++ TẾ F s x 

PCR buác2 b +++C tre +++ ++ ++ - +í/- 
8 PCR bước1 b +++ ++ + - ` “ k 

PCR bước) b +t+ + tr +++ ++ vớ + + 
ọ PCR bước1 b +++ ++ + . R ă 

PCR bước) b +++? + crr‡ ++ ++ + & 
10 PCR bước1 b +++ ++ + : ° 

PCR bước) b +++” +++ +++ ++ +*+ + k 


Ghi chú  a: mẫu thí nghiệm thứ 1, b : mẫu thí nghiệm thứ 2 


IH.2. Khảo sát nồng độ mồi tối ưu ở hai lần khuếch đại 
LIL3.1. Nông độ môi phản ứng khuếch đại bước 1 
Kết quả điện di sản phẩm khuếch đại bước 1 ở các nồng độ primer khác 


nhau thấy nồng độ primer cao (50 pmol) hay thấp (5 pmol) trong trường hợp này 
đều ảnh hưởng không có lợi cho quá trình khuếch đại sản phẩm đặc hiệu. 


Kết quả thí nghiệm lặp lại cho thấy nồng độ mỏi tối ưu trong phản ứng 
khuếch đại bước 1 là 25 pmol/50ul. Tại nồng độ này lượng sản phẩm khuếch đại 
sinh ra nhiều nhất (giếng số 3), cho độ nhạy cao nhất. 
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Băng không đặc hiệu 


1353 bp Băng đặc hiệu 
WSSV1441 bp 


Hình 9: Sản phẩm sau khuếch đại bước 1 phân tách trên geÌ qgarosel% trong 
đệm TBE 1X, Giếng 1-7 lần lượt có lượng prùner tương ứng: ð0, 30, 25, 20, 15, 
10, 5 pmol; M: thang DNA chuẩn (DNA marker). Giếng 3 cho thấy sản phẩm 
khuếch đạt nhiều nhất, giếng 1 uà 7 cho kết quả âm tính 


Bảng 2: Ước lượng sản phẩm PCR ở ð lần thí nghiệm lặp lại 


S?r Kết quả khảo sát nồng độ mồi 146F1, 146RI1 


50 30 25 20 15 10 b) 
1 + +++ +++ +++ ++ ++ + 
2 + ++ +++ +++ ++ + + 
3 - ++ +++ ++ ++ + + 
4 + ++ +++ ++ + + - 
5 ++ ++ +++ +++ ++ ++ + 


LII.3.39. Nông độ môi phản ứng khuếch đại bước 2 


Tương tự thí nghiệm khảo sát nồng độ môi của phản ứng bước một, chúng 
tôi nhận thấy nông độ mỗi tốt nhất khi tiến hành khuếch đại bước 2 dao động 
trong khoảng 15-95 pmol/50ul. Ở những nông độ mồi trên lượng sản phẩm 
khuếch đại sinh ra cao nhất, độ nhạy đạt mức tốt ưu. 


Băng đặc hiệu 
WSSV 941bp 


872 bp 
1353 bp 


Hình 3: Sản phẩm sau khuếch đại bước 2 phân tách trên gel 
agarosel% trong đệm TBE 1X, Giếng 1-7 lần lượt có lượng 
primer tương ứng: 50, 30, 25, 20, 15, 10, ð pmìol; M: thang 
DNA chuẩn (DNA morbker). Giếng 3,4,5 chứa sản phẩm khuếch 
đợi nhiều nhất 
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IH.3. Kết quả phân tích thử nghiệm trên một số mẫu 
Tiến hành chạy phản ứng PCR theo quy trình của Lo, trong đó có sự thay 
đổi nồng độ mổi ở mỗi ống phản ứng là 25 pmol/HÌ (ở cả hai bước). Kết quả bước 
đầu trên một số mẫu thu được như sau: 
Bảng 3: Kết quả chẩn đoán WSSV trên mẫu tôm sú bằng phương pháp 
PCR 
Kết quả phân Tômgiống Tôm<30  Từ30đến Tôm >60. 


tích Postlarvae ngày 60 ngày ngày 


Tôm mẹ 


Âm tính 332 42 117 130 24 
Dương tính ở : 
PCR bước 1 : ` So : š 
Dương tính 
thêm ở PCR, 34 3 28 20 1 
bước 2 
Tổng số mẫu 372 48 188 159 27 


% nhiễm 10,75 12,5 37,77 18,24 11,11 


Theo kết quả bảng 3 chúng tôi nhận thấy tỉ lệ số mẫu tôm sú giống cho 
kết quả dương tính WSSV trên tổng số mẫu phân tích trong thí nghiệm này là 
10,75%. Trong đó, kết quả dương tính của khuếch đại bước 1 rất thấp 6/372 mẫu 
(chiếm 1,61%), trong khi khuếch đại hai bước cho kết quả dương tính là 40/372 
mẫu (chiếm 10,75%). Như vậy khi áp dụng phương pháp Nested PCR trong chẩn 
đoán WSSV sẽ cho độ nhạy cao hơn phương pháp PCR một bước. 


Bảng 4: Bảng kết quả chẩn đoán WSSV trên mẫu giáp xác hoang dã 
quanh vùng nuôi tôm bằng phương pháp PCR 


vở ^ˆ .Ã «+ z .^ ` 
Cấp độ nhiễm Giáp xác tự nhiên Cua, còng Copepoda 


Âm tính 34 34 6 

Dương tính ở PCR bước 1 2 1 0 

Dương tính thêm ở PCR bước 2 1 4 2 

Tổng số mẫu 37 40 8 
———————— `" ^2U 5 


Kết quả phân tích các mẫu giáp xác tự nhiên (bảng 4) quanh khu vực nuôi 
tôm cũng cho kết quả dương tính rõ, tuy nhiên mức độ dương tích yếu. Như vậy, 
phương pháp thu mẫu, tách chiết DNA và khuếch đại đặc hiệu WSSV sử dụng 
trên cũng là quy trình phù hợp cho chẩn đoán WSSV ở các mẫu giáp xác khác. 


III.4. Ứng dụng trên mẫu thu từ năm năm 2000 đến năm 2009 


Kết quả phân tích trên các nhóm mẫu thu từ năm 2000 đến hết năm 2003 
được trình bày ở bảng 5 như sau: 


Bảng 5: Kết quả phân tích Nested PCR 


lv 


Kết quả phân tích Tôm bố mẹ Tôm giồng Tôm nuôi thương phẩm 
PCR Mô học 2001 2002 2001 2002 2000 2001 2002 


+ # 1 3 0 6 62 46 155 
: : 99 275 413 3842 103 280 328 
+ : 1 18 11 101 29 22 82 
4 + 4 5 17 15 120 26 84 

Tổng cộng 111 296 441 3964 314 374 649 


Như vậy thông qua kết quả bảng 5 có thể nhận thấy sự sai khác về kết 
quả phân tích Nested PCR và mô học thể hiện theo từng nhóm tôm: 
Ở nhóm tôm bố mẹ sự sai khác kết quả giữa hai phương pháp là 23/407 mẫu 
tương đương 5,7%. Ở nhóm tôm giống sự sai khác kết quả giữa hai phương pháp 
là 144/4405 mẫu tương đương 3,3%. Ở nhóm tôm nuôi thương phẩm sự sai khác 
kết quả giữa hai phương pháp là 363/1337 mẫu tương đương 27,1%. 


Trong hầu hết các trường hợp có sự sai khác kết quả Nested PCR và mô 
học chúng tôi đều thực hiện PCR lần 2 để kiểm chứng kết quả. Như vậy, sự sai 
khác kết quả trên rất có khả năng có sự biến đổi di truyền trong vật liệu di 
truyền của virus WSSV. Điều này từng xảy ra với virus HPV trên tôm 
Fenneropenaeus chinenis ở Hàn Quốc và tôm Sú Penaeus monodon, trường hợp 
sử dụng cùng một quy trình PCR nhưng kết quả lại rất khác nhau: sản phẩm 
PCR từ HPV gây bệnh trên Fenneropenaeus chinenis có kích thước nhỏ hơn sản 
phẩm PCR từ HPV gây bệnh trên Penaeus mmonodon, ngoài ra primer đặc hiệu 
HPV trong trường hợp này cũng rất khó bắt cặp với trình tự đích trên bộ gen 
của Pengeus monodon. 


Từ kết quả phân tích trên chúng tôi cũng nhận thấy sự sai khác kết quả 
giữa hai phương pháp xét nghiệm Nested PCR và mô học là không lớn ở trường 
hợp nhóm tôm bố mẹ và tôm giống. Có thể kết quả này có được là do tỷ lệ nhiễm 
WSSV khá thấp nên không đủ thông tin để nhìn nhận sự da dạng di truyền của 
WSSV. 


Ngược lại với nhóm tôm bố mẹ và tôm giống, nhóm tôm nuôi thương 
phẩm có kết quả phân tích không tương đồng giữa phương pháp Nested PCR và 
mô học rất cao 27,1%. Mẫu vật trong trường hợp này chủ yếu là tôm đang được 
nuôi trong ao và có những biểu hiện bệnh, do đó tính đa dạng trong phân tích 
WSSYV cao hơn. Ì 


Từ các kết quả nói trên cho thấy cần phải có thêm những nghiên cứu cơ 
bản, sâu hơn về WSSV tại Việt Nam. Trên cơ sở đó chúng tôi bước đầu đã kiểm 
tra trường hợp mẫu đặc biệt bằng kính hiển vi điện tử kết quả như sau: 
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Ký hiệu mẫu NestedPCR Mô học truyền thông Kính hiển vi điện tử 


4990b + ++ + 
4990c - ++ ++ 
4990 + + ++ 
5010 + Š 


—=...--.-=.----_---.-.-..--'.~.............. 
IV. KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ 
Phương pháp PCR được xem là một trong những phương pháp có thể ứng 
dụng để chẩn đoán bệnh đốm trắng với quy trình tóm tắt như sau: 
Postlarvae, mang tôm (Cồn 959) 


Nghiền trong 600ul SDS - NaOH 


| Eppendorf 
=— 
Mix PCR Đun cách thủy 5phút 
45 PCR master mix (I.5mM Mg””) 
25pmol 146R1 


Ly tâm 13.000 vòng / phút 


25pmol 146FI l R 
2nl Dịch nổi 
Thêm nước cho đủ 48Il | HỈ Dịch n¿ 


48ul 


Mix PCR 
45 PCR master mix (I.5mM Mg””) 
25pmol 146R2 
25pmol 146F2 
Thêm nước cho đủ 48¡ủ 


Chạy PCR 
48ul 
2nl 


Chạy điện di sa 


- Điều hiện phản ứng bhuếch đại PCR cả hai: 94°C trong 4 phút, 55°C 
trong 1 phút, 72C trong 2 phút, 1 chu kỳ; 94°C trong 1 phút, 55°C trong 1 phút, 
72°C trong 2 phút, 39 chu kỳ; 72°C trong 5 phút, 1 chu kỳ. 


- Xác định sản phẩm bhuếch đại: Sản phẩm khuếch đại được đem phân 
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tách trên gel agarose 1% có chứa Ethidium bromide, điện di trong dung dịch 
TBE 1X, thời gian 30 phút ở 100V. _ 


Trước mắt có thể sử dụng quy trình Nested nói trên để kiểm tra tình hình 
nhiễm WSSS tại Việt Nam. 


- Có thể ứng dụng phương pháp Nested PCR nói trên trong việc phát hiện 
sự hiện diện WSSV ở các loài giáp xác tự nhiên. 


- Cần có những nghiên cứu chỉ tiết hơn về cấu trúc siêu hiển vi và cấu trúc 
của vật liệu đi truyền của virus WSSV tại Việt Nam. 


B. PHƯƠNG PHÁP NON-STOP SINGLE TUBE SEMI-NESTED PCR 
TRONG CHẨN ĐOÁN BỆNH ĐỐM TRĂNG TRÊN TÔM SÚ 


I. ĐẶT VẤN ĐỀ 


Hiện nay, đã có những phương pháp chẩn đoán xác định bệnh đốm trắng 
trên tôm như: Phương pháp PCR (Polymerase Chain Reaction), phương pháp 
phân tích mô học, phương pháp miễn dịch... Trong đó phương pháp PCR được 
xem là một trong những phương pháp có độ nhạy và tính chuẩn xác cao. Thời 
gian phát hiện nhanh giúp giải quyết kịp thời hiện trạng tôm nuôi. Phương pháp 
Two-step nested PCR (Lo, 1996) đã được ứng dụng để phát hiện tác nhân gây 
bệnh đốm trắng trên nhiều nước. Ở Việt Nam tại Phòng thí nghiệm Bệnh học 
của Viện Nuôi trồng Thủy sản II, phương pháp này cũng được ứng dụng. Mặc dù 
vậy, việc nghiên cứu và ứng dụng một phương pháp mới, tối ưu hơn luôn được 
quan tâm và khích lệ. 


Để khắc phục số ít các khuyết điểm và rủi ro ngoại nhiễm ở kỹ thuật Two- 
step nested PCR (Lo, 1996), Viện Nghiên cứu Nuôi trồng Thủy sản II tiến hành 
thử nghiệm áp dụng kỹ thuật Non-stop single-tube semi-nested PCR 
(KiatpathomchaiW, 2001) trong phát hiện bệnh đốm trắng ở tôm sú nuôi 
(Penaeus monodon) tại các tỉnh thuộc Đồng Bằng Sông Cửu Long. Kỹ thuật Non- 
stop single-tube semi-nested PCR ngoài khả năng khắc phục các khuyết điểm và 
rủi ro ngoại nhiễm trên, có thêm một số ưu điểm về các mặt như: thuận lợi hơn, 
khả năng phát hiện WSSV tăng, lượng hóa chất phản ứng giảm.. 


Mục đích chính: bước đầu khảo sát, đánh giá một kỹ thuật PCR mới có độ 
nhạy cao, rút ngắn thời gian chẩn đoán bệnh và giá thành giảm so với kỹ thuật 
PCR đang thực hiện. 


II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 


IL1. Vật liệu sinh học 

- Tôm sú nuôi (Pendaeus monodon) 

- Một mẫu tôm sú không có dấu hiệu bệnh đốm trắng (qua biểu hiện lâm 
sàng và kết quả mô học, PCR). Một mẫu tôm sú mang mầm bệnh đốm trắng 
(WSSV) (qua biểu hiện lâm sàng và kết quả PCR và mô học), 8 mẫu tôm thương 


2P 


phẩm thu lúc dịch bệnh, 30 mẫu tôm postlarvae thu ngẫu nhiên. 
II.3. Hóa chất 


- PCR_ master Mix (Reddy-Load PCR Mix 1.5mM MgCI;) 

- Primer được tổng hợp hóa tự động tại hãng GENSET Singapor Biotech 

- Primer của phản ứng Non-stop single-tube semi- nested PCR 

- Dung dịch NaOH 0,005N - SDS 0,0025% 

- Dung dịch TE (Tris-EDTA) 

- Phenol/Chloroform hỗn hợp đông dung tích của phenol bão hòa trong TE 
và Chloroform 

- Amonium acetate 3M vô trùng 

- Dung dịch P/C/I 25:24:1, giữ ở 4°C Cồn 75°, 95”, cồn tuyệt đối (100%); 
làm lạnh -20°C. 

- Nước cất hai lần. 

- TBE 1X (Tris-Borie acid-EDTA) 

- Thang DNA ¿X174 REHaeII. 

- Agarose 

- ERthidium bromide (EtBr)10mg/ml 

- Dung dịch nạp mẫu Bromophenol 6X. 


IL3. Dụng cụ - thiết bị 

Bao gồm dụng cụ và thiết bị của một phòng thí nghiệm sinh học phân tử. 
Ngoài ra còn có: Tủ cấy vô trùng, tủ lạnh ~20° C, tủ sấy, máy trộn mẫu, máy ly 
tâm, thiết bị khuếch đại gen, bộ điện di, bàn đọc DV, pipetteman các loại thể 
tích từ 0,ðul đến 10001 và các loại eppendorff 0.2, 0.5, 2H], cân phân tích, bếp 
điện, chày cối sứ vô trùng, kéo, đèn cồn và panh. 
IL4. Phương pháp 
HI.4.1. Các phương pháp tách chiết dùng trong thí nghiệm 

Tách chiết DNA bằng dung dịch NaOH 0,005 N - SDS 0,0025% 
Tách chiết ADN bằng phenol chloroform. 
II.4.2. Phương pháp pha loãng mẫu 

Mẫu được tách chiết, tỉnh sạch. Sau đó, mẫu được pha loãng liên tiếp theo 
bậc 10 trước khi thực hiện phản ứng PCR để khảo sát độ nhạy của phản ứng. 
HI.4.3. Phương pháp PCR l 
II.4.3.1. Quy trình Non-stop Single-tube Semi-nested PCR (phản ứng hhuếch đạt 
bán tổ một bước liên tục) 


Cặp môi trên DNA tôm (PMN1&PMN2) cho đoạn sản phẩm DNA được 
khuếch đại143 bp 

Cặp môi 1 (F1&R1) cho đoạn sản phẩm DNA được khuếch đại: 1.100 bp 

Cặp môi 2 (F1&R2) cho đoạn sản phẩm DNA được khuếch đại: 526 bp 

Cặp môi 3 (F1&R3) cho đoạn sản phẩm DNA được khuếch đại: 250 bp 
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———————————————_—_ỀỀCC.C.C.. CC CC 


Giai đoạn Biến tính Bắt cặp Polyme hóa Số chu kỳ 
— —_-=-- `... 
tC Thờigian t°% Thờigian tCŒ€ Thời gian 
Khởi động 93 5phút 1 
Cặp mổiil 93  20giây 70  20giây 72 20giây 5 
Cặp mồổi2 93 20giây B5  20giây 72 20giây 20 
Cặp mổi3 93  20giây 50  20giây 72 — 20giây 25 
Primer FI 
“——=—-: ------—-`.-.--.._--—......... 
WSSVDNA 
+———— 
Primer F] | Primmer RI 
—> 
1100 bp 
«——— 
Primer FÌ | Primer R2 
— 
526 bp 
<—— 
Primer R3. 
250bp 


1.4.3.2. Quy trình Tuo-step nested PCR (phản ứng bhuyếch đại lông hai bước) 


Cặp mỗi 1 (F1&R1) cho đoạn sản phẩm DNA được khuếch đại ở bước một: 
1.447 bp. 


Cặp môi 2 (F2&R2) cho đoạn sản phẩm DNA được khuếch đại ở bước hai: 
941 bp. 


Chương trình Two-step nested PCR: cho bước 1 và bước 3. 
—=—==—=—————-_=----.-.....................` .”- 


Giai đoạn Biến tính Bắt cặp Polyme hóa Số chu kỳ 
PC Thờigian tC  Thờigian (t°Ầ Thời gian 
1 94 4 phút 1 
3 94  lphú 55 phú 72 2 phút 38 
3 72 5 phút 1 


: Re 
1L4.3.3. Điện di acid nucleic trên gel qgarose 


Đặt 2,5 nl phẩm màu nạp mẫu (loading dye) vào tube chứa 10 kÌ sản 
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phẩm PCR. Đậy nắp eppendroff và trộn đều. Nạp 10 —-12 kÌ sản phẩm PCR vào 
giếng. Chạy điện di ở hiệu điện thế 80V hoặc 100V. Chuyển bản gel lên hộp đèn 
soi UV đọc kết quả. 


143.4. Phát hiện oạch DNA sản phẩm 


Sau khi chạy điện di, các phân tử DNA được nhuộm bởi Ethidium 
bromide. Ethidium bromide sẽ tập trung tại nơi có DNA, xen vào giữa hai SỢI 
DNA xoắn kép. Gel đã nhuộm này được xem dưới tia tử ngoại. 


II. BỐ TRÍ THÍ NGHIỆM 
TII.1. Thử nghiệm quy trình Non-stop Single-tube Semi-nested PCR, 


Thực hiện thử nghiệm quy trình Non-stop Single-tube Semi-nested PCR, 
(Kiatpathomchai, 2001) cho ba phản ứng sau: mẫu DNA nhiễm WSSV, mẫu DNA 
không nhiễm WSSV: đã được tách chiết và tỉnh sạch, mẫu chứng âm SDS- 
NaOH. 

Thí nghiệm được lập lại 5 lần. 


Thành phần ð0 tủ phản ứng PCR: 


- PCR Master Mix: 45k 

- Primer F1 1M 

- Primer R1 0.2 HM 
- Primer R2 0.3 HM 
- Primer R3 0.5 HM 
- Primer PMN1 0.8 HM 
- Primer PMN2 0.8 HIM 


- Dịch chiết DNA tỉnh từ mẫu phân tích 2¿l 
IH.2. Thí nghiệm thay đổi cặp mồi kiểm chứng nội (mồi tôm) 

Thực hiện khảo sát phản ứng PCR trong điều kiện hóa chất Phòng Bệnh 
học với hai loạt mẫu: [DNAwssv, DNArow, SDS-NaOH| có sử dụng mồi tôm 
(PMNI, PMN2) và không sử dụng mồi tôm. Thành phần 50 tủ phản ứng PCR 
thay đổi theo điều kiện thí nghiệm, có sự thay đổi cặp môi (PMN1, PMN2). Thí 
nghiệm được lập lại 5 lần. 


HH3. Khảo sát độ nhạy giữa quy trình Non-stop Single-tube Semi-nested 
PCR và Two-step nested PCR 


1HI3.1. Thí nghiệm khảo sát độ nhạy giữa hai phương pháp theo độ pha 
loãng 

Mẫu DNA nhiễm WSSV đã được tách chiết bằng NaOH-SDS. Sau đó pha 
loãng thành những độ pha loãng: 100, 10 1, 10'?, 103, 10'', 
Thực hiện ð phản ứng (5 độ pha loãng) theo quy trình Non-stop single-tube semi- 
nested PCR. Tương tự 5 phản ứng theo quy trình Two-step nested PCR để so 
sánh độ nhạy giữa hai phương pháp. 


lS) 
cn 


Thực hiện lại thí nghiệm này 5 lần. Hóa chất thực hiện cho phản ứng 
theo phương pháp Non-stop single-tube nested PCR tương tự như đã để cập ở 
trên. Hóa chất thực hiện cho ð phản ứng theo phương pháp Two-step nested PCR 
như sau: 


Thành phần 50 Ll phản ứng PCR bước một: 


- PCR Master Mix 45 ¡ủ 

- Primer 146 F1 0.5 „M 
- Primer 146 R1 0.5 "M 
- HạO cất vô trùng 1 HỈ 

- Dịch chiết DNA từ mẫu phân tích 2m 


Sau khi hoàn tất phản ứng PCR bước một, chuyển 2¡l sản phẩm khuếch 
đại này vào ống tube của phản ứng bước hai. 


Thành phần 50 ul phản ứng PCR bước hai: 


- PCR Master Mix 45 nÌ 

- Primer 146 F2 0.5 HM 
- Primer 146 R2 0.5 uM 
- HạO cất vô trùng : 1m 

- Sản phẩm khuếch đại của bước một 2i 


III.3.9. Thí nghiệm kiểm định độ nhạy của hơi phương pháp trên 8 mẫu 
tôm thương phẩm 

Thí nghiệm thực hiện trên 8 mẫu tôm thương phẩm. Mẫu tôm được tách 
bằng dung dịch NaOH-SD8S và được chạy theo hai phương pháp. 


IIL4. Đánh giá hiệu quả của phương pháp ÑNon-stop Single-tubec Semi- 
nested PCR trên mẫu tôm postlarvae 


Áp dụng thử nghiệm quy trình Non-stop single-tube Semi nested PCR 
trên 30 mẫu tôm postlarvae (15 ngày tuổi, nguồn thu từ các tỉnh vùng ĐBSCL). 
Mẫu tôm được tách chiết bằng dịch SDS-NaOH. Thí nghiệm được lấy thực hiện 1 
lần và lấy kết quả để so sánh với kết quả từ phương pháp mô học truyền thống 
được thực hiện cùng lúc trên 30 mẫu này. 

IV. KẾT QUẢ 


I1V.1. Kết quả thử nghiệm quy trình Non-stop Single-tube Semi-nested 
PCR 


IV.1.1. Kết quả thử nghiệm qui trình (Kiatpathomchai, 2001) 


Kết quả thí nghiệm được thống kê sau ð lần lập lại: Bảng 6, sản phẩm 
PCR phát quang dưới đèn chiếu UV có dạng vạch. 
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Bảng 6: Kết quả sau 5 lần thử nghiệm 


—-=——--_nằ--<‹.-------.--.—----: -- 


Tính hiệu sản Lần I1 Lần 2 
phẩm PCR từ 


Lần 3 Lần 4 Lần 5 


————————==-———=--......-... -.-  :7  - 


DNAwssv 3 vạch rõ 3vạchmờ 3vaạchrõ 3 vạch 3 vạch rõ 
rất rõ 
DNAten Không rõ vạch lvạchrõ Khôngrõ Ít rövạch Không rõ 
NaOH-SDS Không vạch Không Không Không Không 
vạch vạch vạch vạch 


Xét về tính ổn định trong 5 lần lặp lại thí nghiệm thì: 


- Tín hiệu sản phẩm PCR từ DNAwssv có: 1 lần 3 vạch rất rõ, 3 lần 3 vạch 


rõ vài lần 3 vạch mờ. 


- Tín hiệu sản phẩm PCR từ DNA;¿„: 1 lần rõ, 1 lần ít rõ và 3 lần không 


rõ vạch. 


- Tín hiệu từ dịch tách chiết NaOH-SDS: 5 lần đều không cho bất kì vạch 
khuếch đại nào. Hình 4 là kết quả điện di trong lần khuếch đại thứ 4. 


143 bp 


250 bp 


526 bp 
100 bp 


Hình 4: Kết quả điện di các sản 
phẩm PCR của WSSV từ các mẫu 
tôm sú nhiễm đốm trắng theo quy 
trình Non-sitop single-tube semi- 
nested PCR (Kiatpathomchai, 2001). 
Giếng M- Thang DNA ØX174 
RFEHaclll Giếng 1: Sản phẩm PCR 
từ DNA của WSSV. 


- Giêng 2: Sản phẩm PCR từ DNA của 


tôm. 
Giếng 3: Sản phẩm PCR từ dịch tách 
chiết SDS-NuaOH. 


Thí nghiệm được lập lại ð lần, các kết quả sau những lần thí nghiệm lập 
lại rất tương thích với nhau và có tính ổn định cao trong phát hiện WSSV. Như 
vậy, với quy trình tách chiết DNA bằng NaOH-SDS, DNA của WSSV có độ tỉnh 
sạch đạt yêu cầu, không có chất ức chế phản ứng PCR. 

Các mồi khuếch đại DNAwssy và DNA,¿„ cho các kích thước đúng như 
mong đợi (1100 bp, 526 bp, 250 bp, 143 bp). Tín hiệu khuếch đại của 3 vạch 
DNAwssv rõ, phù hợp hoàn toàn với kết quả trong công trình nghiên cứu của 
liatpathomchai. Không xuất hiện các sản phẩm khuếch đại khác ngoài những 


sản phẩm kể trên. 


Si 


Giếng 2: mẫu DNA;¿„ và giếng 1: mẫu DNAwssv của tôm nuôi bị nhiễm 
đốm trắng tại Việt Nam cũng cho kết quả phù hợp: mẫu DNA;¿„ không xuất hiện 
các vạch của WSSV. Có xuất hiện vạch chứng nội (vạch DNA„„) nhưng khó phân 
biệt, nguyên nhân do sự sai khác về kích thước sản phẩm của đoạn DNA từ 
WSSV là 146 bp và sản phẩm phụ primer-dimer (do primer tự phản ứng lẫn 
nhau) là 60-80 bp. 

Giếng 3: Dịch SDS-NaOH là mẫu chứng âm, không xuất hiện vạch 
DNA,;¿„ cũng như vạch DNAwssv. Dịch SDS-NaOH không bị nhiễm bất cứ loại 
DNA nào cho quá trình sử dụng để tách chiết các mẫu thí nghiệm sau. Và nồng 
độ SDS-NaOH (0,0025%-0,005N) là phù hợp, không gây hiện tượng ức chế phản 
ứng khuếch đại. 


IV.1.9. Kết quả thí nghiệm khỏo sát sự thay đổi cặp môi hiểm chứng nội 
(môi của DNA tôm) 


Sau khi đã có kết quả phù hợp với kết quả (Kiatpathomchai, 2001), chúng 

tôi thay đổi các tham số hóa chất phản ứng phù hợp với điều kiện thí nghiệm. 
Hóa chất cho phản ứng PCR thay đổi như đã nêu trên. Trong đó có điểm cơ bản 
là hàm lượng enzyme 7q polymerase giảm chỉ còn 1,5 đơn vị. 
Thực hiện hai loạt thí nghiệm để khảo sát tính đặc hiệu của cặp mỗi tôm 
(PMNI, PMN2) và kiểm tra khả năng hoạt động của chúng trên DNA tôm sú 
nuôi tại ĐBSCL với sự thay đổi hóả chất phản ứng phù hợp với điều kiện đã nêu. 
Thí nghiệm lập lại 5 lần và có kết quả thể hiện qua bảng 7. 


Bảng 7: Kết quả thí nghiệm so sánh sự biến đổi cặp mồi tôr: (PMNI, 
PMN2) sau ð lần thí nghiệm 


Lần lặp lại thí Có sử dụng mồi tôm Không sử dụng mồi tôm 
nghiệm 
Lần 1 3 tín hiệu WSSV mờ 3 tín hiệu WSSV rõ 
Lần 2 3 tín hiệu WSSV kém rõ 3 tín hiệu WSSV rất rõ 
Lần 3 3 tín hiệu WSSV mờ 3 tín hiệu WSSV hơi mờ 
Lần 4 3 tín hiệu WSSV rất mờ 3 tín hiệu WSSV rõ 
Lần 5 3 tín hiệu WSSV khá rõ 3 tín hiệu WSSV rất rõ 


Kết quả thí nghiệm được đánh giá: 

- Tín hiệu sản phẩm PCR DNAwssv ở loạt mẫu có sử dụng mồi tôm thì: 1 
lần khá rõ, 3 lần tín hiệu mờ vài lần rất mờ. 

- Trong khi không sử dụng cặp môi tôm (PMN1, PMN2): 2 lần tín hiệu rất 
rõ, 2 lần tín hiệu rõ và 1 lần tín hiệu hơi mờ. 

Kết quả thí nghiệm cho thấy: sự có mặt hay không có mặt của cặp môi 
kiểm chứng nội (mồi tôm) đều cho kết quả phát hiện WSSV là tương thích và 
phản ứng PCR đã hoạt động tốt. Tín hiệu khuếch đại đoạn gene WSSV ở giếng 1 
rõ hơn giếng 1 chứng tỏ nếu không sử dụng chứng nội thì khả năng phản ứng 
còn cho độ nhạy cao hơn. 


28 


Hình 5: Quy trình Non-stop single-tube semi-nested PCR trong thí nghiệm thay đối 
cặp môi tôm (PMNI, PMN2) 
Giếng 1: Sản phẩm PCR từ DNA của WSSV (6 loại môi: 4 môi củu WSSV 
Uuà 2 môi của tôm) 
Giếng 2°: Sản phẩm PCR từ DNA của tôm (6 loại môi: 4 môi của WSSV uà 9 
môi của tôm) 
Giống 3: Sản phẩm PCR từ dịch tách chiết NaOH-SDS (6 loại môi: 4 môi 
của WSXSV uà 2 môi của tôm) 
Giếng M: Thang DNA 6X174 RFHoelll 
Giếng 1: Sản phẩm PCR từ DNA của WSSV (chỉ có 4 môi eúa WSSV ) 
Giêng 2: Sản phẩm PCR từ DNA của tôm (chỉ có 4 môi của WSS1V) 
Giếng 3: Sản phẩm PCR từ dịch tách chiết NaOH-SDS (chỉ có 4 mỗi của 
WSSV) 


Từ kết quả trên, chúng tôi nhận thấy: tính ổn định của thiết bị khuếch 
đại rất cao, sự an toàn của hóa chất tách chiết với phản ứng là rất tốt. 


Tín hiệu khuếch đại của phản ứng không có môi tôm là mạnh hơn tuy 
nhiên chúng tôi vẫn thực hiện qui trình Non-stop Single-tube Semi-nested PCR, 
với sự có mặt của cặp mỗi tôm. Ở đây, qui trình Non-stop Single-tube Semi- 
nested PCR là l phản ứng khuếch đại cạnh tranh. Nếu mẫu tôm tách chiết có 
WSSV thì các cặp môi cho DNAwssv sẽ được ưu tiên bắt cặp đặc hiệu với 
DNAwssv, đồng thời DNA,¿„ cũng được khuếch đại. Do đó khi loại bỏ cặp mồi tôm 
thì tín hiệu rõ hơn vì tổng lượng enzyme được sử dụng chỉ để khuếch đại 
DNAwssv. 

Khi có mặt cặp mồi chứng nội (mỗi tôm) thì tín hiệu có yếu đi nhưng 
chúng tôi vẫn sử dụng vì lý do: Chứng nội luôn hoạt động như một công kiểm 
tra sự hoạt động của hệ thống hóa chất PCR, đồng thời cho phép xác định được 
một số khả năng sai sót trong quá trình tách chiết DNA nếu có. 
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IV.9. Kết quả khảo sát độ nhạy giữa quy trình Non-stop Single-tube 
Semi-nested PCR và Two-step nested PCR 


IV.2.1. 


Kết quả đánh giú mức giới hạn phát hiện WSSV của 2 phương 


pháp theo độ pha loãng 


Kết quả điện di sản phẩm PCR từ mẫu DNAwssv sau khi tách chiết và pha 


loãng ở các nổng độ khác nhau (107, 10”, 102, 10, 10) theo cả hai phương pháp 
sau ð lần thí nghiệm: 


Báng 8: Kết quả sau 5 lần lặp lại thí nghiệm khảo sát độ nhạy bằng 


phương pháp pha loãng 


Lần lặp lại thí Non-stop single-tube semi-nested  Two-step nested PCIt 


n 


Lần 1 
Lần 2 
Lần 3 


Lần 4 
Lần 5 


nested 


hiệm ở PCR 
Phát hiện đến mức 10” Phát hiện ở 107 
Phát hiện đến mức 10” Phát hiện ở 10” 
Phát hiện đến mức 10 Phát hiện ở 10? 
Phát hiện đến mức 10 Phát hiện ở 107 
Phát hiện đến mức 10” Phát hiện ở 10? 


Sau 5 lần lập lại thí nghiệm thì phương pháp Non-stop single-tube semi- 
PCR có thể phát hiện WSSV ở mức pha loãng 103 ổn định trong 4 lần thí 


nghiệm. Phương pháp Two-step nested PCR chỉ phát hiện WSSV ở mức pha 
loãng 10” trong cả 4 lần thí nghiệm. Hình 6 minh chứng cho lần lập lại thứ 5. 


Hình 6: Thí nghiệm so sánh độ nhạy của hai phương phúp theo độ pha loãng 
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Giếng 1, 2, 3, 4, ð: Mẫu DNAwssv tách chiết thô được phơ loãng có nông độ: 
100, 101, 102, 10”, 10' thực hiện theo Non-stop single-tube semi-nested PCR 
Giếng M: Thang DNA 4X174 REHaelll. 

Giếng 6, 7, 8, 9, 10: Mẫu DNAwssv tách chiết thô được pha loãng có nồng độ 
109, 101, 102, 10, 101 thực hiện theo Tuo-step nestcd PCR 


Kết quả trên hình 6 cho thấy ở độ pha loãng 10, Non-stop single-tube 
semi-nested PCR phát hiện được nhưng Two-step nested PCR không phát hiện. 
Khả năng phát hiện của kỹ thuật Non-stop single-tube semi-nested PCR là cao 
hơn Two-step nested PCR 10 lần. Kết quả hình có giếng 1, 2, 3, 4, 5 mẫu được 
tách chiết được thực hiện bằng phương pháp Non-stop sinel-bibe: semi-nested 
PCR. Ở từng độ pha loãng khác nhau thì các vạch tín hiệu hiện lên khác nhau. 
Việc phát hiện WSSV trong dịch tách chiết sau khi khuếch đại được phân tích 
như sau: 


- Với mẫu tách chiết ở nông độ ban đầu (10: giếng 1) tín hiệu xuất hiện 
trên bảng gel là 3 vạch sản phẩm PCR (1100 bp, 526 bp và 250 bp) mẫu có hàm 
lượng DNAwssv cao (mẫu nhiễm nặng), tín hiệu 3 vạch không thật rõ bằng tín 
hiệu 3 vạch ở giếng 2, có thể do nồng độ DNA quá cao gây ức chế phản ứng. Mẫu 
ở giếng 2: tín hiệu 3 vạch rõ hơn, mẫu cũng nhiễm nặng và nông độ DNA ở độ 
pha loãng 10” là tối ưu đối với phản ứng PCR. 

- Ở giếng số 3 tín hiệu chỉ còn 2 vạch sản phẩm PCR (526 bp và 250 bp): 
mẫu có hàm lượng DNAwssv trung bình (mẫu nhiễm trung bình). Giếng số 4 tín 
hiệu còn 1 vạch sản phẩm PCR (250 bp): mẫu có hàm lượng DNAwssy thấp có 
thể phát hiện được (mẫu nhiễm nhẹ). Giếng số 5 hàm lượng DNA wssy là thấp 
dưới giới hạn phát hiện hoặc không có DNAwssy nên không thấy xuất hiện vạch 
sản phẩm khuếch đại của DNA đốm trắng. 


Từ kết quả thu được qua thí nghiệm dựa trên độ pha loãng: xác định 
phương pháp Non-stop single-tube semi-nested PCR là nhạy hơn Two-step 
nested PCR. Một lần nữa, để khẳng định lại kết quả trên chúng tôi tiến hành 
thí nghiệm kiểm tra độ nhạy của hai phương pháp trên các mẫu tôm thương 
phẩm thu được ngoài thực địa. 


IV.2.2. Thí nghiệm kiểm định độ nhạy của hai phương pháp Non-siop 
single-tube semi-nested PCR uà Tuo-step nested PCR trên 8 mẫu tôm 
thương phẩm 


Thực hiện trên 8 mẫu tôm thương phẩm trên cả hai phương pháp Non- 
stop Single-tube Semi-nested PCR và Two-step nested PCR. Bước đầu áp dụng 
lại quy trình đã khảo sát về độ nhạy nhằm đánh giá lại giới hạn có thể phát 
hiện WSSV của hai phương pháp trên 8 mẫu tôm thương phẩm. 8 mẫu tôm 
thương phẩm là những mẫu tôm có kích thước từ 5 đến 10 em, các mẫu tôm này 
được bắt ngoài tự nhiên khi chúng có những dấu hiệu, triệu chứng khác lạ cho 
rằng tôm mắc bệnh đốm trắng. Thí nghiệm được thực hiện một lần và cho kết 
quả như sau: (xem bảng 9) 


Tổng số mẫu âm tính và dương tính từ kết quả của Two-step nested PCR, 
là: 5 mẫu âm. 8 niẫu uàè 3 mẫu dương 8 mẫu. 


Cùng 8 mẫu trên, thực hiện bằng phương pháp Non-stop single-tube semi- 
nested PCR ta có kết quả: 3 zẫu âm/ 8 mẫu uà 5ð mẫu dương/ 8 mẫu. 
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Bảng 9: Kết quả chẩn đoán 8 mẫu tôm thương phẩm từ hai phương pháp 
PCR 


ụu Non-stop PCR Two-step PCR 


1 - + 
2 š : 
E) + + 
4 + ¬ 
5 + - 
6 + - 
1 - - 
8 + + 


No cần ' KT. ' si 
ĐÀ A262 t2c— sêxl ve cksbdndav v 


99828777656 575:4'4 3132 20121M- 


Hình 7: Thí nghiệm đánh giá độ nhạy của hơi phương pháp trên 8 mẫu tôm 
thương phẩm 

Giếng M: Thang DNA @X174 RFHaclll 

Giếng 1: Mẫu DNAwssv (chứng dương) được thực hiện PCR (Kiatpdthomechoi, 
2001). 

Giếng: 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9: Mẫu DNAwssv được thực hiện PCR (Kiatpdthomichdi, 
2001). 

Giếng 1': Mẫu DNAwssv (chứng dương) được thực hiện PCR (Lo, 1996). 

Giếng: 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9%: Mẫu DNAwssv được thực hiện PCR (Lo, 1996). 


Xét trên kết quả tổng số thì kết quả về độ nhạy và tính đặc hiệu của mỗi 
trong phương pháp Non-stop single-tube semi-nested PCR là cao hơn so với Two- 
step nested PCR. Mẫu được đem phân tích trong giai đoạn có dấu hiệu khác 
thường nên kết quả cũng chứng minh được tính hiệu quả trong chẩn đoán phát 
hiện WSSV trong các mẫu tự nhiên. 

Tuy nhiên, có một vấn để nghỉ ngờ: ở vị trí giếng 2 (mẫu số 1), khi mẫu 
được thực hiện bằng phương pháp Non-stop single-tube semi-nested PCR thì cho 
kết quả âm tính nhưng lại có kết quả ngược lại ở phương pháp Two-step nested 
PCR. Điều này có thể được lý giải như sau: 
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Ngoại trừ khả năng có hiện tượng ngoại nhiễm trong lần chuyển tiếp mẫu 
từ bước 1 sang bước 2 thì cũng có khả năng là bộ gene của WSSV trong mẫu tôm 
số 2 bị đột biến hay có sự chuyển đời các đoạn gene trong vùng DNA được chọn 
trong thiết kế mổi nên các mổi của Non-stop single-tube semi-nested PCR 
không phát hiện được. 


Đây cũng là vấn đề đặt ra trong các nghiên cứu sau này: làm cách nào 
thiết kế thêm những cặp môi DNAwssv nằm ở những vị trí khác nhau để có thể 
có một phương pháp PCR triệt để hơn và có khả năng phát hiện trên những mẫu 
WSSV có mang gene bị biến đổi di truyền. Sự biến đổi di truyền không phải là 
không xảy ra, điều này ngày càng dễ gặp hơn khi điều kiện môi trường đang có 
khuynh hướng thay đổi mạnh theo chiều xấu đi. 


IV.3. Đánh giá hiệu quả của phương pháp Non-stop single-tube semi 
nested PCR trên mẫu tôm postlarvae 


Qui trình phát hiện WSSV theo phương pháp truyền thống cần nhiều 
công đoạn có thể gây sai lạc kết quả, ví dụ như việc nhận dạng thể vùi của 
WSSV mang tính cảm tính, có thể do dạng thao tác sai, do nhiễm virus khác có 
dạng tương tự đưa đến kết luận không chính xác và làm giới hạn khả năng 
phát hiện. Điều này đã được chứng minh qua thực tế thống kê trên 30 mẫu tôm 
Postlarve với phương pháp mô học truyền thống: 


- Non-stop single-tube semi-nested PCR: 29/30 mẫu cho hết quả âm tính; 
1/80 mẫu cho hết quả dương tính. 


- Mô học truyền thống: 30/30 mẫu cho kết quả âm tính; 0130 mẫu cho kết 
quả dương tính. 


Bảng 10: Nhận định chung từ quá trình thực hiện hai phương pháp PCR 


Đặc điểm Semi-nested PCIt Nested PCR 
Số lần thực hiện phản ứng PCR 1 lần 2 lần 
Tổng lượng hóa chất chạy PCR 45 nl 90 kHÌ 
Tổng lượng mỗi (primer) 6 4 
Độ nhạy gấp 10 lần Nested PCR 
Thời gian cho kết quả 2,ð -3 giờ 7 giờ 
Thao tác đơn giản phức tạp 


Ở đây, kết quả PCR đạt được chỉ có một mẫu dương tính vì thí nghiệm 
thực hiện trên những mẫu tôm nhỏ (từ 1 đến 1,5 cm) thu từ trại giống. Postlarve 
là tôm hậu ấu trùng, đang sống trong môi trường nuôi, sạch bệnh và được bảo vệ 
kỹ khỏi các nguy cơ truyền lây. Do đó, số mẫu bị nhiễm là rất thấp, thậm chí 
không có mẫu nhiễm WSSV và kết quả thu được là phù hợp. Dưới đây là một số 
nhận định chung về các đặc điểm của hai phương pháp. 


V. KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ 
V.1. Kết luận 


- Thử nghiệm thành công kỹ thuật Non-stop single-tube semi-nested PCR 
trong việc phát hiện WSSV trên tôm sú nuôi phù hợp với điều kiện thí nghiệm 
và hóa chất tại phòng thí nghiệm bệnh học. 


- Xác định được độ nhạy của phương pháp Non-stop single-tube semi- 
nested PCR tăng hơn 10 lần so với Two-step nested PCR. 

- Kết luận qui trình phát hiện WSSV có hiệu quả với thời gian phát hiện 
là 2,B- 3 giờ, so với phương pháp nested PCR là 7 giờ. 


- Qui trình Non-stop single-tube semi-nested PCR ngoài khả năng khác 
phục các khuyết điểm và rủi ro ngoại nhiễm so với Two-step nested PCR, có 
thêm một số ưu điểm: 

+ Là một kỹ thuật đơn giản, thuận lợi hơn Two-step nested PCR 
(Lo,1996) 

+ Độ nhạy tăng 

+ Giảm phân nửa lượng hóa chất phản ứng. 

+ Có khả năng đánh giá mức độ nhiễm virus đốm trắng (WSSV) trên tôm 
SÚ nUÔI. 

- Dựa trên các kết quả thu được, quy trình Non-stop single-tube semi- 
nested PCR có thể được đưa vào ứng dụng chẩn đoán WSSV trong thực tế. Tóm 
tắt quy trình như sau: 


Tách chiết DNA virus từ mẫu tôm 


- Mẫu được nghiền với 600 ¡l dung dịch NaOH 0,005N, SDS 0,0025% 
- Đun sôi cách thủy 5-10 phút 

- Dịch nghiền được li tâm 5ð phút ở tốc độ 13.000 vòng/phút, 

- Thu dịch nổi bên trên 

- Dịch chiết được đem phân tích PCR ngay hoặc bảo quản ở -20”C. 


Thành phần 50 ul phản ứng PCR 


- 45ul PCR Master Mix (1,õmM Mg}°) 
- 1 HM Primer F1 

- 0,2 HM Primer R1 

- 0,3 I#M Primer R2 

- 0,ð nM Primer R3 

- 0,8 HM Primer PMNI 

- 0,8 uM Primer PMN2 

- 2ul Dịch chiết DNA 

- Thêm nước cho đủ 50H]. 
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Thông số khuếch đại: 
—— 
Biến tính Bắt cặp Polyme hóa Số chu kỳ 
Giai đoạn tC Thời gian (f°C  Thờigian t° Thời gian _ 


Khởi động 93 5phút 1 
Cặp mổi1 93 20giây 70 20giây 72_ 20giây 5 
Cặp mỗổỏi2 93 20giây B5 20giây 72 20giây 20 


Cặp mỗổi3 93 20giây 50_ 20giây ¡72 — 20giây 25 

Xác định sản phẩm: Sử dụng 10ul sản phẩm khuếch đại điện di trên gel 
agarose 1,5% trong thời gian 30-40 phút và ở 80V. 
V.2. Đề nghị 

- Hàm lượng của DNA trong dịch tách chiết ảnh hưởng như thế nào đến 
kết quả phản ứng PCR. 

- Kết quả phản ứng Non-stop single-tube semi-nested PCR đối với mẫu 
tôm sú gây nhiễm. 

- Khảo sát, khẳng định lại mức độ giới hạn phát hiện WSSV của kỹ thuật 
Non-stop single-tube semi-nested PCR so với mức tiêu chuẩn hiện nay là 10 copy 
(phân tử virus). 

- Tiếp tục nghiên cứu các thông số nhằm tối ưu hóa phản ứng PCR phù 
hợp hơn ở điều kiện tôm nuôi tại Việt Nam để tăng giới hạn phát hiện. 

C. PHƯƠNG PHÁP MULTIPLEX PCR TRONG CHẨN ĐOÁN VIRUS GÂY 


HỘI CHỨNG ĐỐM TRẮNG (WSSV) VÀ VIRUS GÂY BỆNH CÒI (MBV) 
TRÊN TÔM SÚ (Penaeus monodon) 


I. ĐẶT VẤN ĐỀ 


Thực tế sản xuất và qua nghiên cứu các mẫu bệnh phẩm cho thấy các cá 
thể tôm nuôi cùng lúc có thể bị nhiễm nhiều dạng virus khác nhau. Việc phát 
hiện và ứng dụng các kỹ thuật chẩn đoán nhanh và nhạy bệnh tôm có ý nghĩa 
rất lớn trong việc phòng và trị bệnh tôm đúng hướng nhằm góp phần làm giảm 
thiệt hại do bệnh gây ra. 

Xuất phát từ thực tế đó chúng tôi tiến hành nghiên cứu kỹ thuật Multiplex 
PCR nhằm phát hiện đồng thời WSSV và MBV trên cùng một mẫu bệnh phẩm 
nhằm rút ngắn thời gian và giá thành phân tích mẫu. 


II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
II.1. Vật liệu 

- Mẫu tôm bị nhiễm WSSV được thu tại các ổ dịch ở Đồng Bằng Sông Cửu 
Long. 
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- Mẫu tôm post bị nhiễm MBV được thu từ các trại giống khu vực Miễn 
Trung. 


II.9. Phương pháp nghiên cứu 
II.9.1. Thu uà bảo quản mẫu 


- Mẫu tôm Postlarvae (thu nguyên con) và tôm thương phẩm (thu mang và 
gan tụy). 

- Mẫu vật được chia làm 2 phần, một phần cố định trong cồn 95° dùng 
phân tích PCR, phần còn lại cố định trong dung dịch Davidson dùng phân tích 
mô học. 

II.2.2. Tách chiết thô DNA uirus 

Sử dụng những chất tẩy nhẹ như SDS, NaOH, kết hợp với sốc nhiệt (là 
phương pháp thay đổi nhiệt độ đột ngột dẫn đến sự thay đổi cấu trúc phân tử 
sinh học và làm mất hoạt tính sinh học của các enzyme phân giải acid nucleic 
nhằm ngăn cản sự phá hủy acid nucleic) để tách chiết nucleic acid. Sản phẩm 
cuối cùng của phương pháp này là dung dịch chứa nueleic acid và nhiều chất sinh 
học khác. 


II.2.3. Tách chiết DNA bằng phương phúp Phenol-chloroform 


Sử dụng các chất tẩy mạnh là phenol, chloroform để loại bỏ các protein 
khỏi dung dịch chứa nucleic acid, nueleic acid trong dung dịch còn lại sẽ kết tủa 
bằng Ethanol ở điều kiện lạnh. Sản phẩm thu được là dung dịch nucleic acid tỉnh 
sạch hoàn toàn. 


II2.4. Phương pháp Nested PCR 

Phương pháp Nested PCR được tác giả Lo C.F và các cộng sự phát triển 
để chẩn đoán virus WSSV gây bệnh trên tôm sú nuôi tại Đài Loan năm 1996. 
II.2.5. Xác định sản phẩm PCR trên gel qgarose 


10ul sản phẩm khuếch đại bước 2 được đem phân tách trên gel agarose 
1,B% có chứa Ethidium bromide, điện di trong dung dịch TBE 0,5X, thời gian 30- 
40 phút ở 80V. Đọc kết quả dưới tia ÙV. 
HI2.6. Thiết kế prùmer uà phản ứng PCR đặc hiệu uớt uirus WSSV uà 
MBV 

Sử dụng phần mềm Primer premier 5.0 để thiết kế primer đặc hiệu với 
WSSV từ trình từ gene Sall 146 (Lo,1996) và MBV từ đoạn EcoRl-Kpnl 
(Craig.R.B, 1998). Kết quả được hai cặp primer đặc hiệu với hai virus. 
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II. BỐ TRÍ THÍ NGHIỆM 
II.1. Phát triển phương pháp multiplex PCR chẩn đoán WSSV và MBV 
Trình tự đoạn gen 


EcoRI-KpnI 146 của 
virus MBV 


Trình tự đoạn gen Phần mềm 
ĐalI 146 của virus primer primier 
WSSV 


Trình tự 
primer đặc 
hiệu virus 
WSSV 

Điều kiện 
phản ứng PCR 


Trình tự 
.primer đặc 
hiệu virus 
MBV 

Điều kiện 
phản ứng PCR 


Khảo sát điều 
kiện phản ứng 
và tính đặc 


se Khảo sát điều 
kiện phản ứng 
và tính đặc 


Phối hợp 2 primer 
đặc hiệu trong 1 


hiệu của phản ứng hiê 2 

: : mulpiplex PCR l9U của 
primer trên Đriner Tiếu 
TẤN EDHC mẫu thực 


e So sánh với 

phương pháp 
Nested PCR 
(Lo, 1996) 


So sánh với 
phương pháp 
mô học 


se Tỉ lệ primer 


e _ Sự tương tác 
các primer 


« Nông độ Mg'' 


e - Độ nhạy của 
phản ứng 


LII.1.1. Khỏdo sát tính đặc hiệu của prtừmecr MBV 
ơ. Tính đặc hiệu của Prumer 
Thành phần phản ứng: Nồng độ primer là 0,5 uM. 


Thông số khuếch đại: 95°C/B phút, 1 chu kỳ; 94°C/30 giây, 51°C/20 giây, 
72°C/phút, 35 chu kỳ; 72°C/7 phút, 1 chu kỳ; giữ lạnh 4°C cho đến khi phân tích. 
Thí nghiệm được lặp lại trên 10 mẫu nhiễm WSSV và 10 mẫu nhiễm 
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MBV (đã được kiểm tra bằng mô học). 
b. Thử nghiệm trên niột số mẫu 


Ứng dụng thử nghiệm trên 107 mẫu tôm post từ các trại giống năm 2002 
và so sánh kết quả với phương pháp mô học truyền thống. 


TII.1.2. Khỏdo sút tính đặc hiệu của prtừữmer WSSV 
d. Tính đặc hiệu của pruner 
Thành phần phản ứng: Nồng độ primer là 0,5 M. 


Thông số khuếch đại: 95°C/5 phút, 1 chu kỳ; 94°C/30 giây, 51°C/20 giây, 
72°C/phút, 35 chu kỳ; 72°C/7 phút, 1 chu kỳ; giữ lạnh 4°C cho đến khi phân tích. 
Thí nghiệm được lặp lại trên 10 mẫu nhiễm MBV và 10 mẫu nhiễm WSSV (đã 
được kiểm tra bằng phương pháp Nested PCR). 


b. Thủ nghiệm trên một số mẫu 


Khảo sát thử nghiệm PCR chẩn đoán WSSV trên 40 mẫu tôm và so sánh 
kết quả với phương pháp Nested PCR (Lo, 1996) gồm: 30 mẫu tôm thương phẩm 
và 10 mẫu tôm post. 


IHII1.3. Khảo sát điều biện phản ứng multiplex PCR 
ơ. Tỷ lệ của 2 loại primer chuyên biệt 


Xác định tỷ lệ primer WSSV/MBV: Cố định nồng độ primer WSSV là 0.5 
M và thay đổi nồng độ primer MBV lần lượt là 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8 
mM. Lặp lại thí nghiệm 3 lần. 


b. Nông độ MgC]› thích hợp 


Khảo sát nồng độ MgCIl;: 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0 mM. Thí nghiệm lặp 
lại 3 lần. 


c. Thủ nghiệm độ nhạy của phương pháp Multiplex PCR 


Pha loãng 1 mẫu dương tính WSSV-MBV theo hệ số 10. Sử dụng nhóm 
pha loãng này làm mẫu để khảo sát độ nhạy của thí nghiệm WSSV theo 2 
phương pháp: Nested PCR và Multiplex. 


d. Thủ nghiệm Multiplex PCR trên 1 số mẫu tôm post 


Thử nghiệm trên 50 mẫu tôm post thu từ các trại giống Miền Trung đầu 
năm 2002 và so sánh kết quả với phương pháp mô học truyền thống. 


IH.2. So sánh hiệu quả của 2 phương pháp tách chiết 
Trên cùng một dịch chiết thô nhiễm WSSV chúng tôi chia làm 2 phần: 
Phần 1: Giữ nguyên dịch chiết thô và đem pha loãng theo hệ số 10. 
Phần 2: Đem tinh sạch theo phương pháp Phenol/chloroform và sau đó 
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đem pha loãng như dịch chiết thô nói trên. 


Cả hai phần trên được đem kiểm tra bằng phương pháp Nested PCR (Lo, 


1996). 


Dịch chiết thô 
bằng NaOH -SDS 


Tách chiết thô 
bằng NaOH -SDS 


Kiểm tra sự hiện diện của 
virus WSSV bằng phương 

pháp Nestcd PCR trên cùng 
độ pha loãng từ hai phương 
pháp tách chiết 


Tách chiết tỉnh 
bằng phenol 
chloroform 


Dịch chiết tỉnh 
nucleic acid 


IV. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
IV.1. Thiết kế primer đặc hiệu với WSSV và MBV 


IV.1.1. Trình tự prừmer đặc hiệu uới MBV 


s1 ggtaccaaaa aagtaactca caaaatattc tatcatgtct ttaatactcg attccatatc 
61 ggccgaatag tggtccacca tcagggtaga atgattggtc ttgctccaaa aagagttctt 


121 
181 
241 
301 
361 
421 
481 
541 
601 
661 
721 


ccattttttc 
tatgcatttt 
gcactttgca 
gtaattgagt 
atcgagatcc 
gattttcaag 
tgtgagactt 
taatgttgtt 
cccttcattt 
tgggtataca 
cettatttatt 


atttccttta 
atactaccat 
agaccctcta 
gttttttgct 
ttcatttata 
atctacactc 
gtgccccatt 
gccaaatagt 
gcatactgat 
ttttgatcaa 
atgtaactta 


tattccaatc gcgtctgcga tacttcatca 


aggctagcat 
ctgatatggt 
gaccttttga 
attgtrcttta 
cttttattat 
agcgtctgtg 
atctcaggga 
aatacgtttt 
taaaattgtt 
taagctcttc 


acaccctttt 
atcaatatct 
aattgcattt 
tcttcttgtra 
tatcactctt 
ctatttccaa 
gtgcatgcca 
taaatggttg 


ggatttttat 
ggggttatat 
ttatatataa 
taacgtgtta 
aatgtacatg 
tcttattagt 
aaacccttag 
tgcaaggctt 


ttgtataaaa 
actgttctat 
tattttttat 
ataaagaatt 
acactataaa 
taagtagtct 
gcgttccaaa 
ctggtaacac 
gttttgtaaa 


tatgtacaac tcgtagcttt ctttacatcec 


gaattc 


Trình tự một đoạn gene EcoRI-Kpnl (Craig.R.B, 1998) phân lập từ virus 
MBV, trình tự được gạch dưới là trình tự primer đặc hiệu mới được thiết kế. Sản 
phẩm khuếch đại có kích thước 573bp với nhiệt độ lai 51°C ở nồng độ 0,ỗuM. 


IV.1.9. Trình tự primer đặc hiệu uới WSSV 


1 gtcgacagac tactaacttc agcctatcta gtaaaacaag ctaaaagatt cgacggagtt 
61 gacccagcct tccctgccgc cctcacctgc gcttctcacc tcatgctttc ttccatggat 
121 tcccatacaa agtcatcttt catggacaac atcaaattgc acatrgactga tactcaatgc 
81 ttcttcaaga acattgaacg atttgagaaa ttcttgggaa gatatgggga cgaatacgcc 


241 
301 
361 
421 


atgtcccaca 
gataacgagc 
attagagcca 
atgtccaaga 


agcaaaattg 
atctggtatc 
caccctatca 
tcgattctag 


taactgcccc ttccatctcc 
ctctttcgca ttcgcccgcc 
ggcCcaacaag cttattagtg 
agtaacagga tcttccctcc 


accacacttt 
cagaagtctc 
acaaacatta 
ttaagaaggt 


tactccctca 
catggaagaa 
cgtgatgaac 
tagcgaatgg 
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481 
541 
601 
661 
Tài 
781 
841 
901 
961 
1021 
1081 
1141 
1201 
1261 
1321 
1381 


actgaaatga 
tccaactctg 
gcaagaagtg 
aagggaactg 
gaatctgaac 
aacgctcaaa 
gttatcgtga 
aacaccaagg 
9ggaggagtag 
ctcatctcag 
Cgcccggaaa 
ctgtcaaagg 
tcctctacct 
gaagccatct 
cgtaatattt 
ctagctatca 


gaatgaactc 
gcatgacaac 
tactaggaat 
tcgcttcagc 
tgatccagaa 
ctgtcgtgtt 
acgaactggc 
aaatgattga 
aatcaatgga 
aagccatgaa 
atgtaccatt 


caactttaat 
ggcaggagtc 
attggaatgt 
catgccagcc 
tgctctgcca 
tgctaatgtt 
Cggcaccatc 
tagactaggc 
ttatgaagat 


ggaacatttg 
aacctcgacg 
Catcgccagc 
gtcttccagg 
Aaggaacagat 
ttggaacaac 
gctgaatctg 
tctgacgacc 
agcgaaacaa 


gaatgccgtc tatcacacac 
cgcctcatgc gccagcggcc 


gagatacatt cgaagaaaag aacgccgaac 


attcttcctc 
ctaagcaagt 
cttctgacta 
agagagaatt 


ttctaacact actcttcgta 
aactgatgct gaattcaagg 
tactaactgt ccaccaaata 
Cagcagaatt gtttccttct 


aaccatcaag 
ttattgtcaa 
acgtgtgcac 
caaccgatgg 
acatccaaaa 
ttatcgccga 
taccagaaag 
tcttcaaatc 
CcCatccaacaa 
taatttccgg 
ctctcgcctt 
aaggtgcagc 
agcatttgqgc 
atatcctcaa 
cCCtaaccaaaa 
taaccattct 


actcgccctc 
aCCaaataat 
CgCCgacgcc 
aaacggtaac 
gagcacaatg 
tcttggaaag 
cgtatatgaa 
taataataat 
tggtcccgtc 
Caaggcagct 
tgatttcctt 
agctgccgta 
tcgagttttc 
Cgatatcgaa 
tgcctttgct 
tcgtaagaac 


1441 attacacccg cattagtcga c 


Trình tự một đoạn gene SalI 146 (Lo,1996) phân lập từ virus WSSV, trình 
tự được gạch dưới là trình tự primer đặc hiệu với WSSV mới được thiết kế. Sản 
phẩm khuếch đại có kích thước 201bp với nhiệt độ lai 51°C ở nỗng độ 0,5uM. 


IV.2. Khảo sát tính đặc hiệu của primer MBV 


IV.2.1. Tính đặc hiệu của primer 
Hình 8: Phản ứng PCR có primer đặc hiệu với 
MBV 
Giếng 1: Thang NA chuẩn 
Giếng 2: Mẫu tôm bị nhiễm MPBV 
Giếng 3: Mẫu tôm bị nhiễm WSSV 
Giếng4: Chứng âm với dung dịch tách chiết 
NaOH-SDS 


Theo kết quả cả 10 lần thí nghiệm đều cho thấy primer mới được thiết kế 
luôn cho sản phẩm PCR đặc hiệu với virus MBV và có kích thước là 573b theo 
như thiết kế ban đầu. Ngoài sản phẩm đặc hiệu 5738bp từ virus MBV chúng tôi 
không ghi nhận thấy sản phẩm phụ khác cũng như hiện tượng primer tự bắt cặp. 

Từ kết quả thí nghiệm trên có thể có một số kết luận sau: 

Primer được thiết kế chỉ đặc hiệu với virus MBV và không cho sản phẩm với 
DNA tôm hay DNA virus WSSV. 

Hầu như không thấy sự xuất hiện của các sản phẩm có kích thước nhỏ 
(nhỏ hơn 70bp) trên bản gel chứng tổ không có sự tương tác của hai primer đang 
sử dụng. 

Dựa trên cơ sở tính toán nhiệt độ lai 51C và nồng độ môi là 0,5uM của 
phần mềm primer premier chúng tôi nhận thấy sản phẩm đặc hiệu với virus 
MBV xuất hiện rõ ràng. 
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_ Bảng 11: Mô tả kết quả thí nghiệm tính đặc hiệu của primer MBV 


Sốthứ Sản phẩm đặchiệu Sản phẩm không đặc hiệu Primer dimer 


tự mẫu từ mẫu MBV 573bp từ DNA tôm và WSSV 
| +++ ‹ - - 
6 + - ¬ 
3 +++ - - 
4 +++ - - 
5 ++ - - 
6 +++ - ¬ 
Fi +++ - - 
8c Ệ : +/- 
9 ++ - _ 
10 +++ - - 


IV.3.2. Thử nghiệm trên một số mẫu 


Khảo sát thử nghiệm PCR chẩn đoán MBV trên 107 mẫu tôm post và so 
sánh kết quả với phương pháp mô học chúng tôi nhận thấy: 


Trong 95 mẫu phương pháp mô học cho kết quả dương tính MBV thì có 93 
mẫu phương pháp PCR phát hiện có virus MBV. 


Trong 12 mẫu phương pháp mô học cho kết quả âm tính MBV thì phương 
pháp PCR phát hiện 5 mẫu nhiễm MBV. 


IV.3. Khảo sát tính đặc hiệu của primer WSSV 


IV.3.1. Tính đặc hiệu của priùmer 


Tương tự như thí nghiệm kiểm tra tính đặc hiệu primer MBV, trong thí 
nghiệm trên 10 mẫu tôm nhiễm WSSV và 10 mẫu tôm nhiễm virus MBV ở nhiệt 
độ lai 51°C và nông độ primer là 0,5uM theo tính toán của phần mềm primer 
premier, chúng tôi cũng thu được các kết quả tương tự như primer trên virus 
MBV. 

Primer được thiết kế cho WSSV chỉ tạo ra một sản phẩm PCR duy nhất 
có kích thước 201bp trên mẫu tôm nhiễm WSSV và không cho bất kỳ sản phẩm 
phụ nào từ DNA tôm hay virus MBV (Hình 9). 


Hình 9: Phản ứng PCR có primer đặc hiệu với 
WSSV. 

Giếng 1: Thang DNA chuẩn 

Giếng 2: Mẫu tôm bị nhiễm WSSV 

Giếng 3: Mẫu bị nhiễm MBV 

Giếng 4: Chứng âm với dung dịch tách chiết 
NaOH-SDS 


Bảng 12: Mô tả kết quả thí nghiệm tính đặc hiệu của primer WSSV 


Số thứ tự Sản phẩm đặc hiệu từ Sản phẩm không đặc Primer 
mẫu mẫu nhiễm WSSV 201bp hiệu từ DNA tôm và MBV dimer 


_— 


+++ - - 
++ - - 
++ - - 
+++ - - 
++ - _ 
+++ - - 
+++ - - 


++ - +/- 


«4©  Œœ ~¬I G ở: pm C2 b2 


_ 
© 


+++ - - 


IV.3.3. Thử nghiệm trên một số mẫu 

Khảo sát thử nghiệm PCR chẩn đoán WSSV trên 4Ø mẫu tôm post và so sánh 
kết quả với phương pháp Nested PCR chúng tôi nhận thấy: 

Trong 25 mẫu tôm thương phẩm và 5 mẫu post theo phương pháp Nested PCR 
cho kết quả dương tính với WSSV thì PCR cũng cho kết quả dương tính. 

Trong 10 -mẫu tôm còn lại phương pháp Nested PCR và PCR đều cho cùng 
một kết quả âm tính. 

Từ kết quả trên cho thấy sự trùng khớp hoàn toàn về kết quả phân tích 
khi sử dụng primer của phương pháp Nested PCR (Lo, 1996) và primer của 
phương pháp PCR đang được nghiên cứu. 
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IV.4. Khảo sát điều kiện phản ứng multiplex PCR WSSV-MBV 


Sau khi khảo sát riêng rẽ tính đặc hiệu của primer chuyên biệt với WSSV 
và MBV bằng kỹ thuật PCR thông thường, chúng tôi phối hợp cả hai primer 
chuyên biệt nói trên vào trong một phản ứng với cùng một điều kiện khuếch đại 
duy nhất: 95° trong 5 phút, 1 chu kỳ; 94° trong 30 giây, 51°C trong 20 giây, 72" 
trong 1 phút, 35 chu kỳ; 72° trong 7 phút, 1 chu kỳ; giữ lạnh 4°C cho đến khi 
phân tích. 


Chúng tôi tiếp tục khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến chất lượng của phản 
ứng Multiplex PCR. 


IV.4.1. TỶ lệ của hơi loại primer chuyên biệt 


Theo kết quả phân tích hình 10 cho thấy các sản phẩm do sự tương tác 
giữa các primer đặc hiệu MBV và primer đặc hiệu WSVV là không nhiều, điều 
này có lợi cho độ nhạy của phản ứng. Tỉ lệ sản phẩm WSSV không thay đổi khi 
tăng tỉ lệ primer đặc hiệu với MBV chứng tỏ sự hoạt động hoàn toàn độc lập của 
các primer trong phản ứng. 


Hình 10: Sự khác nhau của sản phẩm PCR tạo 
ra trong Multiplex PCR khi thay đổi nồng độ 
primer MBV và giữ nguyên nông độ primer 
WSSV 0,5M. Nông độ pruimer MBV lần lượt 
thay đổi từ giếng 1 đến giếng 7 là 0.2 đến 
0,8M. giếng 8 : thang DNA chuẩn 


Sản phẩm đặc hiệu 573 từ virus MBV bắt đầu xuất hiện khi nông độ 
primer đặc hiệu là 0,4uM, cao nhất là 0,6HM. 

Trên bản gel không nhận thấy có sản phẩm phụ ngoài hai sản phẩm đặc 
hiệu là 201bp và 573bp cũng như không nhận thấy hiện tượng primer tương tác 
nhau. 

Như vậy việc phối hợp hai primer đặc hiệu cho WSSV và MBV vào cùng 
một phản ứng vẫn đảm bảo tính đặc hiệu của xét nghiệm WSSV và MBV. 

IV.4.2. Nông độ MgCl› thích hợp 

Khảo sát nêng độ MgCl]; : 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0mM. Thí nghiệm lặp 

lại 3 lần. 


Kết quả cho thấy sản phẩm bắt đầu xuất hiện ở nông độ Mg'' 1jðmM và 
tăng dân đến nông độ Mg'* 2,5mM thì lượng sản phẩm không tăng thêm và cũng 
không có sản phẩm phụ xuất hiện. 
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Lần lặp lại Nồng độ MgCI; : 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0 mM 

!.5 20. đêm) 3.0 3.5 4.0 
1 ++ ++ +++ +++ +++ +++ 
z + ++ +++ +++ +++ +++ 
3 + ++ +++ +++ +++ +++ 


Như vậy trong trường hợp thí nghiệm Multiplex PCR này chúng tôi thấy 
rằng nông độ Mg'" 2,5mM là thích hợp. 


IV.4.3. Thử nghiệm độ nhạy của phương pháp Multiplex PCR 


Trên cùng một dịch chiết thô nhiễm virus WSSV được pha loãng thành 
nhiều mức độ nhiễm khác nhau theo hệ số pha loãng 10, chúng tôi tiến hành xét 
nghiệm WSSV các độ pha loãng này đồng thời theo hai phương pháp: Nested 
PCR (lo,1966) và multiplex PCR đã khảo sát nói trên. Kết quả thu được từ thí 
nghiệm này sẽ đánh giá thực sự độ nhạy của phương pháp Multiplex PCR, đang 
khảo sát với phương pháp Nested PCR đang sử dụng hiện nay. 


Hình 11: So sánh độ nhạy của phương 
pháp Nesdtecd PCR (Lo,1996) uà 
Multiplex PCR. Giếng 1, 9, 3 kết quả 
phương pháp Nested PCR (Lo,1996), 
Giếng 4-7: Kết quả phương pháp 
Multiplex PCR.. 


Theo kết quả hình 11 cho thấy cả hai phương pháp đều cho sản phẩm 
khuếch đại đặc hiệu ở độ pha loãng 10. Như vậy độ nhạy trong xét nghiệm 
WSSV bằng phương pháp Multiplex PCR tương dương với phương pháp Nested 
PCR. 


IV.4.4. Thử nghiệm Multiplex PCR trên một số mẫu tôm post 


Trên các kết quả đạt từ các bước thí nghiệm trước, chúng tôi hoàn thiện 
quy trình và thử nghiệm ứng dụng 50 mẫu tôm post thu từ các trại giống thuộc 
các tỉnh ở khu vực Miễn Trung 
trong đầu năm 2002. 


Hình 12: Thứ nghiệm Multiplex 
PCR trên một số mẫu post. Giếng 1 
chứng dương; giếng 2: chứng âm; 
giếng 3, 5, 7 tôm nhiễm MBV nặng; 
giếng 4, 6 tôm nhiễm MBV nhẹ, 
giếng 8 tôm nhiễm WSSV nặng 
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Kết quả xét nghiệm cho thấy có 1 mẫu nhiễm nhẹ, 1 mẫu nhiễm nặng 
virus WSSV và 35 mẫu nhiễm virus MBV ở các mức độ khác nhau. Các kết quả 
phân tích trên hoàn toàn trùng khớp với kết quả mô học. 

IV.5. So sánh hiệu quả của hai phương pháp tách chiết 


IV.5.1. Khủ năng loại bỏ tức nhân ức chế phản ứng PCR 

Để kiểm tra khả năng loại bỏ tác nhân ức chế phản ứng PCR của dung 
dịch NaOH-SDS, chúng tôi chia dịch chiết thô DNA từ mẫu tôm bệnh bằng dung 
NaOH-SDS thành hai phần: 

Phần 1: Sử dụng trực tiếp 2Hl làm bản mẫu cho phản ứng Nested PCR 

Phần 2: Tách chiết tỉnh theo phương pháp Phenol-chloroform và sử dụng 
tiếp 2ul làm bản mẫu cho phản ứng Nested PCR. 


Mẫu thí nghiệm Phương pháp tách chiết 
NaOH-SDS Phenol-Chloroform 
1 +++ ++ 
P/ _++ ++ 
3 ++ + 
4 ++ ++ 
5 ++ + 
6 + + 
7 ++ ++ 
8- +++ ++ 
9 Sát +++ 
10 +++ ++ 


Thí nghiệm được lặp lại trên 10 mẫu khác nhau. Kết quả cho thấy không 
có sự khác biệt giữa kết quả của hai phương pháp. 


IV.ã.9. Hiệu suất tách chiết DNA của hai phương phúp 


Từ kết quả thí nghiệm trên hình 6 chúng tôi nhận thấy tách chiết bằng 
phương pháp nhanh NaOH-SDS cho lượng DNA virus nhiều hơn so với phương 
pháp tách chiết Phenol- Chloroform. Kết quả trên là do việc thu hồi DNA bằng 
phương pháp Phenol- Chloroform qua rất nhiều công đoạn nên hiệu suất thu hồi 
thấp và phụ thuộc nhiều vào hàm lượng DNA virus ban đầu. 


Hình 13: So sánh hiệu quả tách chiết DNA của hai phương 
pháp NaOH-DSD uà Phenol-chloroform trên cùng một mẫu 
tôm nhiễm được pha loãng thành nhiều nông độ khác nhau. 
Phương pháp xét nghiệm là Nested PCR-(Lo,1996) 


Từ hai thí nghiệm trên đối với phương pháp tách chiết nhanh NaOH-SDS 
cho thấy việc ứng dụng phương pháp này trong xét nghiệm WSSV và MBV là 
thích hợp. 


V. KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ 
V.1. Kết luận 


Từ các kết quả bước đầu nói trên chúng tôi nhận thấy Multiplex PCR là một 
phương pháp nhanh nhạy có thể ứng dụng trong chẩn đoán hai virus phổ biến trên 
tôm sú là WSSV và MBV. Theo một quy trình nhanh tóm tắt như sau: 

Tách chiết DNA virus từ mẫu tôm 


- Mẫu được nghiền với 600 HÌ dung dịch NaOH 0,005N, SDS 0,0025% 

- Đun sôi cách thủy 5-10 phút 

- Dịch nghiền được li tâm ð phút ở tốc độ 13.000 vòng/phút, 

- Thu dịch nổi bên trên, 

- Dịch chiết được đem phân tích PCR ngay hoặc bảo quản ở -20”C. 
Chuẩn bị hóa chất 

- 4ðul PCR master mix (2.5mM Mg”") 

- 2ul mẫu 

- 2ỗpmolWSSVR 

- 25pmolWSSVR 

- 30pmol CoiF 

- 30pmol CoiR 

- Thêm nước cho đủ ð0HÌ. 


Phản ứng được thực hiện như sau 
- 01 chukỳ 95” trong 5 phút 
- 3ð chu kỳ 942 trong 30 giây 
B1°C trong 20 giây 
72” trong 1 phút. 
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- 01chukỳ 72 trong 7 phút 
4°C cho đến khi phân tích. 


Xác định sản phẩm: Sử dụng 10ul sản phẩm khuếch đại điện di trên gel 
agarose 1,5% trong thời gian 30-40 phút và ở 80V. 

Tổng thời gian cho một phân tích khoảng 4-5 giờ. 
V.2. Đề nghị 

Tiếp tục nghiên cứu thử nghiệm phương pháp Multiplex PCR trong chẩn 
đoán các virus khác gây bệnh trên tôm như YHV, GAV, LOV, IHHNV, HPV. 


D. ĐÁNH GIÁ ĐỘ NHẠY CỦA MỘT SỐ BỘ KÍT TRONG CHẨN ĐOÁN 
BỆNH ĐÔM TRĂNG TRÊN TÔM SÚ (Penaeus monodon) 


I. BỐ TRÍ THỬ NGHIỆM 
I.1.Vật liệu và thử nghiệm 
- Mẫu chứng dương và âm thu từ tôm bệnh ở ĐBSCL. 
- Kít Non top Nested PCR- Công ty TNHH Nam Khoa 
- Kít Non top Nested PCR- Bộ môn Vi sinh SHPT - ĐH KHTN - Tp.HCM 
- Kít Two step Nested PCR- Trung tâm CNSH —ÐH KHTN-Tp.HCM 
- Nested PCR Lo, 1996 


- Multiplex PCR WSSV MBV 
- Mẫu chứng dương và âm thu từ tôm bệnh ở ĐBSCL. 


1.2. Phương pháp thử nghiệm 

- Ly trích thô DNA virus bằng NaOH-SDS, kết hợp sốc nhiệt 

- Khảo sát độ nhạy bằng phương phá pha loãng 

- Đọc kết quả dưới tia UV sau khi nhuộm gel bằng Ethidium bromide. 
L3. Bố trí thử nghiệm 


DNA virus từ mẫu chứng dương được tách chiết thô bằng dung dịch ly 
trích NaOH-SDS, dịch chiết thô được thu hồi và pha loãng theo hệ số 10 thành 
các độ pha loãng như sau:10”, 10”, 103, 10, 10”, 10°, 10”, 108. 

Lân lượt khảo sát các bộ kít PCR trên các độ pha loãng khác nhau. Lặp 
lại 3 lần cho một thử nghiệm. 


47 


II. KẾT QUÁ VÀ ĐÁNH GIÁ THỬ NGHIỆM 


Hình 14: Kết quả thử nghiệm trên các bộ bít khác nhau 
1: Kít Non top Nested PCR- Công ty TNHH Nam Khoa 
32: Kít Non top Nestcd PCR- Bộ môn Vì sùth SHPT —DH KHTN-Tp.HCM 
j: Kít Tuo step Nested PCR- trung tâm CNSH —-ĐÐĐH KHTN-Tp.HCM 
4: Nosted PCR Lo, 1996 


Ngoài ra chúng tôi còn thử nghiệm trên phương pháp Multiplex PCR 
WSSV-MBV so sánh với phương pháp Nested PCR(Lo,1996) cho kết quả như sau: 


10Ẻ 102 10) 10” 10” 10) 10% 
Hình 15: So sánh hết quả giữa Multiplex uà Nested PCR 

1: Nested PCR Lo, 1996 

2: Multiplex PCR WSSV-MBV 


Từ các kết quả phân tích trên chúng tôi có một số nhận xét sau: 

+ Bộ hóa chất cho độ nhạy xét nghiện WSSVcao nhất là hóa chất của 
công ty Nam Khoa có thể phát hiện ở mức pha loãng 10 và 10”. 

+ Bộ hóa chất cho độ nhạy xét nghiệm tới 10” Multiplex PCR WSSV-MBV 


+ Bộ hóa chất cho độ nhạy xét nghiệm tới 10“ Nested PCR (Lo,1996), 
Non top Nested PCR- Bộ môn Vi sinh SHPT-ĐH KHTN-Tp HCM và Two step 
Nested PCR- trung tâm CNSH-ĐH KHTN-Tp.HCM. 
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na hư... rể, ớĩỚ_Ðnỷờt®ẻằằœằẶœẰœaưeẽ-=nẽm=enrnens=n=meeornsanrnnnm 
STT Nguồn gốc kít Độ Thao Thời Vậtliệu Nguy Giá thành 


PCR nha tác ian tiênhao cơ lỗi 

Công ty TNHH : : 

1 ' r.‹ ` 
Nam Khoa ++++ dễ 4 giờ It + 45.000 
Multiplex h _ : 

2 WSSV-MBV +++ dễ 4 giờ It + 40.000 
SHPT -ĐÐĐH š vs ( 

3 KHTN-Tp. HCM +++ dễ 6 giờ Ít + 45.000 
Nested Phức _ _ 

4 (Lo,1996) ++ tập 8giờ Tônkém +++ 95.000 
Trung Tâm Phứ 

5 CNSH-ĐH + len, 8giờ Tốnkém +++ 70.000 


KHTN-Tp HCM 
=6 ........:...... na hi oi on nan số uyên U00 06. 
E. PHƯƠNG PHÁP RT-PCR TRONG CHẨN ĐOÁN BỆNH ĐẦU VÀNG 
TRÊN TÔM SÚ (Penaeus monodon) 


I. ĐẶT VẤN ĐỀ 


Những năm gần đây, nghề nuôi tôm sú ở nước ta nói riêng và trên toàn 
thế giới nói chung đang phát triển mạnh. Nó góp phần vào việc giải quyết việc 
làm, tăng thu nhập của người dân và tận dụng triệt để những vùng đất ngập 
mặn không sử dụng được trong nông nghiệp. 

Tuy nhiên, có nhiều vấn để khó khăn đặt ra cho người nuôi tôm và ngành 
nuôi trồng thủy sản, song song với sự phát triển của diện tích nuôi là sự lây lan 
của nhiều mầm bệnh. Đặc biệt, tôm bị nhiễm bệnh do virus đã ảnh hưởng rất lớn 
đến công nghiệp nuôi tôm trên toàn thế giới (Yu-Chi-Wang và cộng sự, 2000). 
Hiện nay có rất nhiều loại virus là nguyên nhân làm cho tôm chậm lớn và chết 
hàng loạt trong quá trình nuôi. Trong đó virus gây bệnh nguy hiểm nhất cho tôm 
là virus đốm trắng WSSV (White Spot Syndrome Virus) và virus đầu vàng YHV 
(Yellow Head Virus) (Lighner,1996). 


Virus YHV lần đầu tiên được phát hiện trên tôm sú nuôi Penaeus 
monodon vào năm 1992 tại Thái Lan (Flegel và cộng sự, 1995). Tôm sú bị nhiễm 
virus YHV: dọc theo sống lưng của vỏ thân có màu vàng, toàn thân nhạt màu và 
xuất hiện vài đốm trắng. Khi tôm bị nhiễm virus này thì sau 2-3 ngày tôm sẽ 
chết (Chantanachookin và cộng sự, 1993). Phân tích hóa sinh học cho thấy khi 
tôm bị nhiễm bệnh, virus có trong tế bào ưa kiểm và nhiều tế bào bạch cầu hiện 
diện ở nhiều. ơ quan như bao tử, gan tụy và tim. Quan sát mô tôm bị nhiễm 
virus YHV bằng kính hiển vi điện tử ta thấy virus YHV có dạng hình que, kích 
thước 160-186 x 38-50 nm trong màng tế bào chất của tế bào bị nhiễm 
(Chantanachookin và cộng sự, 1993). Virus có vỏ bọc nucleo ở dạng tiềm ẩn phân 
tán hoặc kèm theo dạng túi có trong bào tương. Phân tích cấu trúc protein bằng 
SDS-PAGE gel, virus YHV có 4 protein trọng lượng phân tử 170, 135, 67 và 22 
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kDa, bộ gen là một sợi đơn RNA (ssRNA). Từ hình dạng, kích thước và cấu trúc 
bộ gen, virus được xếp vào họ Rhabdovizidae (Nadala và cộng sự, 1997 ). 

Những phương pháp thông thường để chẩn đoán bệnh đầu vàng ở tôm 
nuôi là dựa trên những biểu hiện lâm sàng và mô học. Thời gian để phát hiện 
virus gây bệnh của phương pháp này ít nhất là 24 giờ. Vì vậy, yêu cầu thực tế 
đặt ra là tìm một phương pháp chẩn đoán nhanh cho độ nhạy cao, đặc hiệu và 
rút ngắn thời gian. Một phương pháp có thể đáp ứng được những yêu cầu trên, đó 
là phương pháp RT-PCR (Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction). 


Trên cơ sở đó, chúng tôi bước đầu thử nghiệm ứng dụng phương pháp RT- 
PCR (Lightner, 1999) trên các mẫu tôm nghỉ ngờ nhiễm virus YHV (theo phương 
pháp mô học truyền thống). » 

II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
II.1. Vật liệu 
I1.1.1. Vệt liệu sinh học 

Tôm sú postlarvae và mang tôm sú nghi ngờ có những dấu hiệu nhiễm 
bệnh đâu vàng được thu và giữ lạnh ở - 20°C hoặc trong côn 95°. 

Môi do Công ty GENSET Singapore tổng hợp. Dựa vào trình tự bộ gen của 
virus YHV có nguồn gốc từ Thái Lan, Lightner và cộng sự (1999) đã thiết kế cặp 
mỗi đặc hiệu cho phương pháp RT-PCR, sản phẩm đặc hiệu thu được có kích 
thước 273 bp. 


nn &- v1x 32 Kích thước của sản phẩm 
Môi Trình tự của mồi khuếch đai 
YHV273F B-CAAGATCTCACGGCAACTCA-3` 


YHV2/3R 5-CGACGAGAGTGTTAGGAGG-3S. 


273bp 


HI.1.2. Hóa chất 

- Trizol (Guanidine thiocyanate 4M, Sodium citrate 25mM, Sarcosyl 
_0,B%, 2 - B Mecapthoethanol 0,1M, HO ) 

- Sodium acetate 2M (pH 5,2) 

- Phenol PH¿ 

- Chloroform 

- Glycerol 

- Isoamylalcolhol 

- lsopropanol 

- Sarcocyl 10% 

- 32- mercaptoethanol 14M 

- Guanidinium isothiocyanate 4M 

- Sodium citrate 1M ( pH 7) 

- Ethanol 902, 700 

- DEPC ( Diethyl Pyrocacbonate) 
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- Ethium bromide, dung dịch đặc mẫu (0,25%bromophenol blue, 40% 
gÌycerol, 200mM Tris HCI, 20mM EBDTA). 

- Agarose 

- TBE 1X(Tris - boric acid 40nM, EDTA 0,1 mM) 

- Bộ Kit RT-PCR bead (Pharmacia) 

- Nước cất hai lần có xử lý DEPC 1% ( DEPC-H;O ) 


II.2. Phương pháp 
1I2.1 Phương pháp tách chiết ARN 
Phương pháp 1 (Chomczynske, P. và cộng sự 1987) 


Chuẩn bị 60 com tôm sú postlarvae hoặc 50 - 100 mg mang tôm nghiền 
đồng nhất trong 0,8ml Trizol, sau đó chuyễn qua eppendorf 1.5ml, thêm 80ul 
Sodium acetate, 0.8ml phenol (pH : 4), 160ul choloroform/amylalcolhol (49:1) 
vortex trong 10 giây giữ lạnh lỗ phút. Sau đó đem ly tâm 10000 vòng/ phút 
trong 30 phút ở 4'C. Hút dịch trên chuyển qua một eppendorf mới, thêm 1 thể 
tích Isopropanol, giữ lạnh -20°C trong ít nhất 1 giờ, sau đó đem ly tâm 10000 
vòng/ phút trong 15-20 phút . Bỏ dịch nổi bên trên dùng pIpetman hút 0,3m] 
Trizol cho nhẹ nhàng vào cặn, thêm 1 thể tích Isopropanol, để lạnh —20°C trong 
30 phút. Sau đó l¡ tâm 14000 vòng/ phút trong 30 phút ở 4°C. Loại bỏ dịch bên 
trên, cặn còn lại được rửa với ethanol 700. Sau đó li tâm 14000 vòng/ phút trong 
10 phút. Loại bỏ ethanol và làm khô cặn. Hòa tan cặn trong 100ul DEPC-H;O, 
dịch được sử dụng cho phản ứng RT-PCR. 


Phương pháp 2 (Hồ Huỳnh Thùy Dương và cộng sự, 2002) 


Chuẩn bị 50 -100mg mang hoặc phụ bộ của tôm nghi nhiễm YHV, nghiền 
với 0.9 m]l dung dịch A. Dung dịch A gồm: (Guanidinium isothiocyanate 177gN, 
33ml/1 Sodium acetate 3M, pH: 5.4, 50ml/1 Glycerol, 380ml/1 phenol pH : 4). 
_ Thêm 200p] Chloroform/Amylalcolhol (49:1). Đem dịch đồng nhất này voxtex kỹ 
trong 5 phút. Ly tâm 13.000 vòng/phút trong 10 phút, hút dịch bên trên và 
chuyển qua 1 eppendorf mới và lặp lại bước trên. Hút dịch nổi bên trên có chứa 
RNA cho vào eppendorf mới, thêm 1 thể tích Isopropanol lạnh và để ở -20°C 
"trong 1 giờ. Ly tâm 13.000 vòng/phút trong 10 phút, loại bỏ dịch nổi bên trên. 
Thêm 1 ml ethanol 70% lạnh. Ly tâm 13.000 vòng/phút trong 5 phút, loại bỏ 
dịch bên trên, làm khô cặn không quá 10 phút. Cặn RNA được hòa tan trong 
100u] DEPC-HO, giữ ở nhiệt độ —20°C. 


II.2.2 Tổng hợp cDNA uà phản ứng PCR 
Sử dụng bộ kít RT-PCR bead (Pharmacia) 


Tổng lượng dịch chiết RNA từ 2 phương pháp trên, được đem ủ ở 70°C 
trong 10 phút nhằm phá hủy hoàn toàn cấu trúc không gian bậc một và hai của 
RNA virus nếu có. Hút 5u] dịch chiết RNA đã biến tính ở trên cho vào ống phản 
ứng của kít RT-PCR bead, thêm 1ụul YHV273F (50pmol/ul) và luì YHV273R 
(50pmol/Ll) và thêm H;O-DEPC đủ để thể tích cuối cùng của phản ứng là 50ul. 
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Thực hiện quá trình tổng hợp cDNA theo nhiệt độ 42°C trong thời gian 30 
phút. Quá trình này nhằm chuyển toàn bộ RNA (acid nucleic sợi đơn) thành 1 
phân tử cDNA (acid nucleic sợi đôi), nhờ môổi YHV273R làm đoạn khởi đầu. 
Kết thúc quá trình phiên mã ngược, phản ứng được biến tính ở 95°C trong 5 phút 
nhằm ức chế enzyme phiên mã ngược. 


Sau đó thực hiện quá trình khuếch đại acid nuleic bằng phương pháp PCR, 
thông thường theo thông số: khuếch đại 40 chu kỳ trong đó mỗi chu kỳ gồm giai 
đoạn biến tính 94°C cDNA trong 45 giây, giai đoạn bắt cặp của môi 60°C trong 
45 giây, giai đoạn kéo dài mạch 72C trong 30 giây và cuối hỗn hợp phản ứng 
được duy trì ở 722C trong 7 phút . Sản phẩm sau khi khuyếch đại là đoạn DNA 
có kích thước khoảng 273bp , hút 10uHl dịch này điện di trên gel agarose 2%. 


II. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 


III1. Đánh giá kết quả tách chiết trên những mẫu tôm chẩn đoán lâm 
sàng và mô học cho kết quả nhiễm virus đầu vàng 


Chúng tôi tiến hành tách chiết trên 30 mẫu tôm mà mô học cho kết quả 
nghi nhiễm virus đầu vàng. Trong đó 10 mẫu tôm post (5 mẫu tôm post cố định 
trong côn 952 và 5 mẫu được giữ đông —20°C), 8 mẫu tôm thương phẩm (3 mẫu 
tôm đông —-20°C và 7 mẫu cố định trong côn 95° ) và 10 mẫu tôm bố mẹ được cố 
định trong cồn 95°. Những mẫu này được tách chiết RNA của virus bằng hai 
phương pháp trên và dịch RNA sau khi tách chiết sẽ được đem đi điện di. Dịch 
RNA sẽ được đánh giá hàm lượng thu được dựa trên độ phát sáng của RNA hiện 
dưới đèn UV và vạch RNA rõ không bị gãy sẽ cho hai vạch 28S và18S. Qua kết 
quả điện di những mẫu trên, chúng tôi nhận thấy hai phương pháp đều cho hàm 
lượng RNA tương đương với nhau. Nhưng tổng thời gian tách chiết của phương 
pháp 1 là trên 3 giờ, trong khi đó tổng thời gian tách chiết 2 là 1 giờ 30 phút. 
Trong tổng số 30 mẫu tách chiết RNA bằng 2 phương pháp mỗi phương pháp 
tách được 12 mẫu có RNA còn những mẫu còn lại khi điện di không có RNA. Lý 
do trong quá trình thao tác tách chiết bị nhiễm Rnase cùng lúc do điều kiện 
thiếu thiết bị, quá trình tách chiết chưa thật sự đi theo với qui trình chuẩn vì 
không qua bước li tâm lạnh. 


Sau khi điện di, chọn những mẫu có hàm lượng RNA tốt, chúng tôi tiến 
hành thử nghiệm phản ứng RT - PCR. Kết quả cho thấy cả hai phương pháp 
điều cho hàm lượng sản phẩm khuếch đại tương đối rõ dưới đèn UV. Như vậy từ 
việc tánh chiết của hai phương pháp ta có thể nhận thấy cả hai phương pháp đều 
cho hàm lượng RNA như nhau, nhưng phương pháp 2 có thời gian ngắn hơn và 
lượng chất hóa chất ít hơn. Vì vậy, việc sử dụng phương pháp 2 trong việc tách 
chiết RNA của virus trên tôm nhiễm bệnh có nhiều mặt thuận lợi hơn trong công 
việc nghiên cứu quy mô lớn. 
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1H.2. Thử nghiệm phản ứng RT - PCR trên những mẫu tách chiết và 
mẫu RNA của YHV được nhận từ Trung tâm CSIRO Livestoek 
Industries, Úc 


Chúng tôi thử nghiệm phản ứng RT - PCR trên mẫu RNA của YHV và 
mẫu RNA chúng tôi tách chiết từ tôm bị nhiễm virus đầu vàng đã xác định được 
tách chiết từ hai qui trình tách chiết trên. Mẫu RNA của VHV và mẫu tôm bị 
nhiễm YHV trên do Trung tâm CSIRO Livestoek Industries, Australia cung cấp. 


Cùng lúc, chúng tôi tiến hành phản ứng RT-PCR trên 10 mẫu tôm nghi 
nhiễm virus đầu vàng đã được tách chiết (4 mẫu tôm post, 4 mẫu tôm thương 
phẩm và 2 mẫu tôm bố mẹ). Kết quả thử nghiệm cho thấy, sản phẩm khuếch đại 
sau khi điện di so với thang chuẩn DNA ® X 174 RF Hi»dIII có kích thước 
273bp. Kết quả này cho thấy sản phẩm khuếch đại có kích thước đúng với kết 
quả nghiên cứu của tác giả đối với mẫu RNA của virus và mẫu tôm bị nhiễm đầu 
vàng do Úc cung cấp. Những mẫu mà mô học cho là dương tính thì kết quả RT-. 
PCR âm tính. Chúng tôi tiến hành lặp lại thí nghiệm này trên những mẫu đã 
tách chiết và mẫu chứng dương thì kết quả cũng tương tự. 


273bp 


Hình 16: Các giếng 1,2, 3, 4 là sản phẩm phản ứng RT - PCR từ các mẫu 
RNA tách chiết từ tôm nghỉ nhiễu đầu uàng, tôm post, tôm bố me, tôm thương 
phẩm 0à mẫu chứng ôm. Giếng M thang DNA œX 174 RF HìndHHI. Giếng 6 là 
sẳn phẩm của phản ứng RT- PCR được khuếch đại từ cặp môi 273F'` uà 273R 
trên RNA của uirus đầu uòng, 5, 7 là sản phẩm RT - PCR từ mẫu tôm bị nhiễm 
đầu uờng được tách chiết theo phương pháp 2 uà phương pháp 1 


Từ kết quả bảng điện di (hình 16) cho thấy ở các giếng 1, 2, 3 là sản 
phẩm RT-PCR trên mẫu RNA đã được tách chiết từ những mẫu tôm nghi nhiễm 
đầu vàng bằng mô học. Chúng tôi nhận thấy không có sản phẩm DNA nào có 
kích thước như mong đợi. Riêng giếng 2 và 3 có những vạch có kích thước nhỏ 
(dưới 80bp), sản phẩm này là do trong quá trình phản ứng sự bắt cặp của môi với 
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nhau (dimerprimer). Ở giếng 5 và 7 là sản phẩm RT-PCR trên mẫu tôm nhiễm 
đầu vàng do Úc cung cấp, ở giếng 5 mẫu tôm được tách chiết RNA bằng phương 
pháp 2, giếng 7 mẫu được tách bằng phương pháp 1. Từ kết quả điện di ta nhận 
thấy hai phương pháp tách chiết này cho hàm lượng RNA ngang nhau. Giếng 6 
là sản phẩm RT-PCR trên mẫu RNA đã được tỉnh sạch do Úc cung cấp. Nhìn 
trên bảng điện di, sản phẩm RT-PCR rất rõ và có kích thước so với thang chuẩn 
DNA là 273 bp. 


IV. KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ 
IV.1. Kết luận 

Từ kết quả nghiên cứu trên chúng tôi rút ra được một số kết luận sau: 

- Qua hai kết quả phương pháp tách chiết và phản ứng RT - PCR trên, 
chúng tôi nhận thấy phương pháp 2 tách chiết RNA tốt, thời gian ngắn hơn, có 
thể sử dụng cho việc tánh chiết RNA trong việc áp dụng rộng rãi cho việc phát 
hiện virus gây bệnh đầu vàng. 

- Qui trình phản ứng RT - PCR có thể sử dụng cho chẩn đoán virus gây 
bệnh đầu vàng trên tôm sú. 
IV.2. Đề nghị 

- Khảo sát một thêm một số điều kiện phản ứng như : hàm lượng mỗi, 
hàm lượng RNA trong một phản ứng, nhằm tối ưu hóa qui trình. 

- Cân thí nghiệm nhiều phản ứng trên mẫu tôm đã thu được. 

-Đề nghị cần tách chiết trong điều kiện lạnh, nhằm thư hôi lượng RNA cao nhất. 
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Chương II 


ỨNG DỤNG PHƯƠNG PHÁP MÔ HỌC TRONG CHẨN Đ0ÁN BỆNH ĐẦU 
VÀNG TRÊN TÔM SÚ (Penaeus monodøn) 


A. PHƯƠNG PHÁP NHUỘM WRIGHT-GIEMSA TẾ BÀO MÁU TÔM 
TRONG CHẨN ĐOÁN BỆNH ĐẦU VÀNG TRÊN TÔM SỨ 


I. ĐẶT VẤN ĐỀ 


Hiện nay có rất nhiều phương pháp được ứng dụng trong chẩn đoán bệnh 
tôm. Tuy nhiên, việc phát triển một phương pháp chẩn đoán nhanh, nhạy với độ 
chính xác cao vẫn được quan tâm. Việc ứng dụng phương pháp chẩn đoán nhanh 
có ý nghĩa quan trọng trong việc để ra các biện pháp phòng trị kịp thời. Trong 
phần này chúng tôi nghiên cứu phương pháp chẩn đoán nhanh bằng cách nhuộm 
Wright-Giemsa tế bào máu tôm. 


II. VẬT LIỆU VÀ HÓA CHẤT 

Tôm sú thương phẩm và tôm sú bố mẹ: 135 mẫu tôm trong đó 60 mẫu tôm 
thương phẩm (trên 1 tháng tuổi) và 7ð mẫu tôm bố mẹ. 

Thiết bị, dụng cụ: Kính hiển vi quang học, xy lanh nhựa 1 ml, kim tiêm, 
lam, lamell. 

Dung dịch Formalin 10% pha với nước biển 

Methanol 100% 

Nước cất 

Thuốc nhuộm Wright 


Thuốc nhuộm Giemsa 


III. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
IH.1. Phương pháp thu mẫu 


Tiến hành rút máu, phết kính và đồng thời cũng thu mang tôm cố định 
trong lọ có sẵn dung dịch Davidson. Ký hiệu ghi trên lam phết máu và lọ chứa 
mang tôm và dung dịch cố định phải giống nhau để so sánh kết quả. 

IHL2. Phương pháp nghiên cứu 
HIL2.1. Phương pháp chẩn đoứớn nhanh (NaÌadarh,1993) 

- Dùng ngón tay trỏ bẻ cong phần giáp đầu ngực (thấy nhịp tim đập) 

- Dùng xylanh 1ml đâm kim vào giữa tim (hoặc sau gốc chân bò số 5) rút 
máu 

- Lắc xylanh cho máu trộn đều với Formaline 10% - nước biển 


3Ó 


- Nhỏ 1 giọt lên lam sạch 

- Dùng đầu hẹp của một lam khác hoặc lamell đặt lên giọt máu cho máu 
lan đều lên cạnh lam hoặc lamella. 

- Nghiêng 1 góc 45° kéo một đường thật đều tay. 
Quy trình nhuộm 


Dùng xylanh 1ml rút 0.5ml Formaline nước biển và 0,m] máu tôm 


Trộn đều 


| 


Nhỏ hỗn hợp Formaline-nước biển-máu trên lam, phết kính, để khô tự nhiên 
` trong không khí 


Cố định lam trong Methanol 100% 
B phút 


Để khô tự nhiên trong không khí 


| 


Nhuộm Wright` 
3 —-ð phút 


Rửa tiêu bản bằng nước cất 
5-6 phút 


Nhuộm Giemsa 
20-30 phút 


Rửa tiêu bản bằng nước cất 
Ngâm tiêu bản trong nước cất 
15-30 phút 


Để khô trong không khí 


Quan sát đưới kính hiển vi: x40 hoặc x100 


- Tôm bị nhiễm bệnh đầu vàng có nhân của tế bào máu co lại hoặc bị 
nhăn nheo, có hiện tượng tan nhân (so với nhân tế bào máu của mẫu tôm bình 
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thường), tế bào chất có xuất hiện các thể vùi (có màu tối). 
HII.2.2 Phương pháp mô học truyền thống (Lightner, 1996) 


Song song với phương pháp nhuộm Wright-Giemsa, chúng tôi cùng lúc tiến hành 
chẩn đoán các mẫu trên theo phương pháp mô học truyền thống để kiểm tra độ 
tin cậy của phương pháp nhuộm máu tươi. 


(Tôm bố mẹ và tôm thương phẩm) 


Nhuộm Wright- 
Giemsa 
Quan sát dưới kính hiển vi Quan sát dưới kính hiển vi 
So sánh, kết luận 


V.1 Tối ưu hóa các bước tiến hành của quy trình 
V.1.1. Dung dịch kháng đông 


IV. BỐ TRÍ THÍ NGHIỆM 


Làm tiêu bản theo phương 


pháp mô học truyền thống 


V. KẾT QUÁ 


Hai loại dung dịch kháng đông đã được sử dụng: Sodium citrat và dung 
dịch Formaline 10% - nước biển. Qua kết quả thử nghiệm 2 loại dung địch này, 
chúng tôi nhận thấy dung dịch Formaline 10% - nước biển cho kết quả tốt hơn. 
Điều này được thể hiện trên mẫu máu thu không có hiện tượng đông vón sớm và 
vết phết sau khi nhuộm sạch hơn. Sodium citrat được sử dụng làm chất kháng 
đông cho các loài động vật có hồng cầu với nhân Hem là Fe. Có lẽ do sự khác 
nhau về nhân Hem của tế bào máu tôm và các động khác cũng như về thời gian 
đông máu nên dung dịch Formaline 10% - nước biển được để nghị sử dụng. Trong 
phạm vi thí nghiệm từ các thực nghiệm so sánh 2 dung dịch kháng đông, chúng 
tôi sử dụng dung dịch Formaline 10% - nước biển là dung dịch kháng đông để lấy 
máu tôm. 


Hình 17: Tế bào máu tôm được cố 
định bằng Formaline 10%-nước biển định bằng Sodium citrat 


V.1.2. Thao tác rút múứu 


Khi khảo sát máu tôm, có nhiều vị trí để rút máu. Ta có thể rút máu từ 
xoang tim, từ bụng hoặc từ đốt bụng số 2. 


Ở xoang tim có nhiều máu, dễ quan sát và dễ rút, tuy nhiên khi rút máu ở 
tim dễ rút nhầm dịch gan tụy làm cho tiêu bản nhuộm rất xấu. Nếu rút từ bụng 
hoặc từ chân bò số ð thì rất khó rút, do mạch máu tôm có màu trắng nên khó 
thấy, đôi khi ta có thể đưa vào quá sâu so vị trí của mạch máu. 


Trong quá trình lấy máu bắt buộc phải trộn với dung dịch lấy máu 
Formaline 10% nước biển vì dung dịch này có rất nhiều tác dụng: pha loãng tế 
bào máu, tránh làm cho máu bị vón cục mà đặc biệt là nó cố định tế bào giữ 
nguyên hình dạng và thành phần như lúc còn trong cơ thể tôm, nếu không cố 
định máu bằng dung dịch Formaline 10% nước biển thì tế bào máu sẽ nhanh 
chóng bị phá hủy khi ra khỏi cơ thể tôm và khi nhuộm sẽ không bắt màu. Khi tế 
bào máu tôm bị phá hủy, nó bị thay đổi hình dạng, nhân tế bào co nhăn nhúm 
lại rất nhầm lẫn với tế bào bị bệnh đầu vàng. Trong nghiên cứu này, máu tôm 
được lấy từ đốt bụng thứ 2 


Thao tác phết máu trên lam: Phết máu một cách nhẹ nhàng tránh 
tình trạng làm vỡ tế bào, vết phết đạt yêu cầu thường là vết phết mỏng, các tế 
bào không bị chồng lên nhau. 

Quy trình nhuộm mẫu 

Chất lượng hình ảnh có màu đẹp hay xấu cũng phụ thuộc vào thời gian 
nhuộm tiêu bản. Theo tác giả Naladarh nhuộm Wright từ 3-5 phút và nhuộm 
Giemsa từ 20-30 phút. Nhưng khi tiến hành nhuộm Wright-Giemsa trong điều 
kiện phòng thí nghiệm ở Việt Nam chúng tôi nhận thấy nhuộm Wright tốt với 
thời gian là 3-5 phút và Giemsa là 15-20 phút. 

Qua khảo sát các mức thời gian nhuộm khác nhau, chúng tôi nhận thấy: 


Với thời gian nhuộm Wright < 3 phút và nhuộm Giemsa <1ð phút thì tế 
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bào máu bắt màu rất nhạt, không phân biệt được rõ nhân và màng tế bào, do đó 
chúng ta sẽ khó phát hiện được tế bào có dấu hiệu bệnh lý. 


Khi tăng thời gian nhuộm lên thì nhân tế bào bắt màu đậm hơn và rõ 
hơn so với các thời gian trước. Tuy nhiên, nếu thời gian nhuộm quá lâu: Wright > 
5 phút, nhuộm Giemsa > 20 phút thì nhân tế bào bắt màu rất đậm và phần 
huyết tương cũng bắt màu đậm. Khi đó cả nền tiêu bản và tế bào đều bắt màu, 
gây khó khăn trong việc quan sát. 


Nếu chỉ nhuộm Wright mà không nhuộm Giemsa hoặc ngược lại thì chất 
lượng tiêu bản cũng không tốt, tế bào máu vẫn bắt màu nhưng rất nhạt, không 
quan sát rõ, không có sự tương phản rõ ràng giữa màng tế bào và nhân tế bào. 


Theo nhà nghiên cứu Naladarh, sau khi nhuộm Giemsa chỉ rửa tiêu bản 
bằng nước cất và quan sát bằng kính hiển vi quang học x40 hoặc x100. Nhưng để 
quan sát rõ hơn và bảo quản tiêu bản được lâu hơn thì sau rửa nước, tiến hành 
thêm 2 bước sau: 


- Đem tiêu bản ngâm trong xylen 5 phút. 

- Sau đó lấy ra để khô tự nhiên trong không khí, dán lamell lên, quan sát 
dưới kính hiển vi quang học. 

Chuyển mẫu qua xylen trong thời gian ð phút với mục đích làm trong 
mẫu. Tuy nhiên, qua thử nghiệm trên bước này, chúng tôi nhận thấy không có sự 
khác biệt rõ rệt khi cho mẫu qua xylen và mẫu không qua xylen. 

Nhìn chung, muốn được một tiêu bản máu đẹp, quan sát rõ nhân và màng 
tế bào, các tế bào không chồng lên nhau, màu không quá đậm hoặc quá nhạt thì 
chúng ta lấy máu đúng thao tác sao cho không bị lẫn dịch gan tụy và nhuộm 
đúng quy trình đã được đề ra. 

V.2. Kết quả phân tích mẫu tôm bố mẹ và tôm thương phẩm bằng 2 
phương pháp 

Qua khảo sát trên 135 mẫu tôm (75 mẫu tôm bố mẹ và 60 mẫu tôm 
thương phẩm), chúng tôi thu được các kết quả như sau: 

Bảng 13: So sánh kết quả tỷ lệ nhiễm bệnh của tôm được chẩn đoán 
bằng 2 phương pháp 


Kết quả của phương pháp Kết quả của phương pháp mô 


Đối tượng chẩn đoán nhanh học truyền thống 
Số mẫu Số mẫu âm Số mẫu Số mẫu âm 
dương tính tính dương tính tính 
Tôm bố mẹ 54 21 46 29 
Tôm thương 59 1 58 9 
phẩm 
Tỷ lệ 83,7% 16,3% 71% 23% 
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Qua quá trình chẩn đoán trên 75 mẫu tôm bố mẹ thu được tỷ lệ tôm 
nhiễm bệnh đầu vàng là 54/75 mẫu bằng phương pháp chẩn đoán nhanh chiếm 
72% và 46/75 _ mẫu tôm nhiễm bệnh đâu vàng bằng phương pháp mô học truyền 
thống chiếm 61,3%. Trong đó, ð0/75 mẫu có kết quả trùng khớp giữa 2 phương 
pháp, chiếm tỷ lệ 66,7% đối với tôm bố mẹ. Trên tôm thương phẩm tỷ lệ bị 
nhiễm bệnh đầu vàng là 59/60 mẫu bằng phương pháp chẩn đoán nhanh chiếm 
98%và 58/60 mẫu bằng phương pháp mô học truyền thống chiếm 96,7%. Trong 
đó, ð7/60 mẫu có kết quả giống nhau giữa 2 phương pháp, chiếm tỷ lệ 95%. 


Như vậy, qua 2 lứa tuổi tôm khác nhau (tôm bố mẹ và tôm thương phẩm) 
cùng được chẩn đoán bằng 2 phương pháp, chúng tôi nhận thấy trên tôm thương 
phẩm có sự tương quan giống nhau giữa 2 phương pháp là cao nhất, chiếm 95%, 
trong khi đó tôm bố mẹ chỉ chiếm 66,7%. Có lẽ do tôm thương phẩm chúng tôi 
thu mẫu trên những con có xác suất bệnh đầu vàng cao hơn tôm bố mẹ. Thực tế 
cho thấy đây là những mẫu tôm tuy biểu hiện lâm sàng chưa rõ ràng nhưng thật 
ra đã có những biểu hiện bất thường (cặp mé, ăn ít..). Mẫu thu tôm thương phẩm 
không bị các tác động stress. Trong khi tôm bố mẹ bị tác động của stress khá 
cao. Điều này có ảnh hưởng rất lớn đến sự thay đổi tế bào máu. 


Khi tôm nhiễm bệnh đầu vàng thì số lượng tế bào máu bình thường bị 
giảm và lượng đồng trong máu cũng giảm. Trong khi đó thì số lượng tế bào máu 
bị kết đặc nhân hoặc bị tan nhân thì tăng lên nhanh chóng, đặc biệt là ở 48-72 
giờ sau khi tiêm. 


Các dạng tế bào máu mà tôi đã quan sát được dưới kính hiển vi quang học: 
_ Dạng tế bào bình thường: có nhân hình tròn hoặc hình oval (hình 17). 


- Dạng kết đặc nhân: nhân tế bào có hình hạt đậu hoặc dạng tròn (hình 
18 và 19). 


- Dạng tan nhân: nhân tế bào vỡ ra làm nhiều mảnh nhỏ (hình 20). 


Ngoài ra còn có một dạng tế bào máu bình thường, nhân của tế bào này 
không có hình bầu dục như các tế bào bình thường khác, mà nó có dạng hình hạt 
đậu giống như những tế bào bất thường có dấu hiệu bệnh đâu vàng (hình 21). 
Tuy nhiên, khi quan sát trên kính hiển vi chúng ta sẽ phân biệt rõ 2 loại tế bào 
trên. 


- Dạng tế bào máu bình thường có nhân hình hạt đậu như đã mô tả ở 
trên. Nhân của tế bào này có chiều dài bằng với nhân của tế bào bình thường, và 
khi nhuộm Wright-Giemsa nhân có màu nhạt giống như màu nhân của tế bào 
máu bình thường (hình 21). 


- Dạng tế bào có dấu hiệu bệnh đầu vàng: nhân cũng có dạng hình hạt 
đậu, nhưng kết đặc lại nhỏ hơn nhân của tế bào nói trên và nhân của tế bào bình 
thường. Loại tế bào này có nhân bắt màu đậm hơn khi nhuộm Wright-Giemsa. 
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Hình 19: Tế bào máu bình thường của Hình 20: Tế bào máu của tôm sú (P. 
tôm sú (P. monodon) (x100) monodon) có hiện tượng co nhân (x100) 


Hình 21: Tế bào máu của tôm sú có Hình 29: Tế bào máu của tôm sú có 
hiện tượng co nhân dạng hạt đậu (dấu — hiện tượng tan nhân (x100) 
hiệu nhiễn phúc hợp 0us đầu uàng 


Hình 23: Dạng tế bào bình thường có nhân hình hạt đậu (x100) 
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Các dạng tế bào trên giống với kết quả của Naladarh và các nhà nghiên 
cứu tại SCRC đã mô tả trong thí nghiệm của họ. Tuy nhiên, thể vùi trong tế bào 
chất thì không nhìn thấy được qua kính hiển vi quang học. 


, Qua quá trình thí nghiệm, chúng tôi có được các hình ảnh với chất lượng 


khác nhau. 


Báng 14: Các nguyên nhân làm ảnh hưởng đến chất lượng hình ảnh 


——_—_—_—__—_—__— _——_———_ —————-——— 


Chất lượng hình ảnh 


Xấu : 


- Chồng nhiều lớp tế bào 
- Màu quá đậm không phân biệt được 


màng và nhân 


- Có nhiều vết bọt khí hoặc vết nứt 


trên tiêu bản 


Tốt : 


Nguyên nhân 


- Thao tác rút và phết máu chậm, máu 
bị đông lại hoặc phết máu không đều. 


- Thời gian nhuộm không hợp lý. 


- Do chuẩn bị lam không sạch hoặc do 


kỹ thuật gắn lammel 


Quan sát rõ các tế bào máu: nhân và - Thao tác rút và phết máu tốt. 


màng tế bào. 


—___ _—___—_— —————ỄEỄ—_—————————---—— 


- Thời gian nhuộm đúng theo qui trình 


Như vậy, có nhiều nguyên nhân dẫn đến chất lượng hình ảnh tốt hay xấu, 
rõ hay không rõ. Tuy nhiên, đó là những nguyên nhân người tiến hành thí 
nghiệm có thể khắc phục được. 


V.3. Đánh giá ưu và nhược điểm của quy trình 


Phạm vi ứng dụng của 2 phương pháp: phương pháp chẩn đoán nhanh và 


phương pháp mô học. 


Bảng 15: Ưu và nhược điểm của phương pháp chẩn đoán nhanh và mô 


học 


Phạm vỉ ứng dụng 
Lứa tuổi 


Thời gian cho kết quả 
Trang thiết bị 


Tính phức tạp 


Chất lượng và hiệu quả 
kinh tế 


TH nh ni nho non ho Go re. TeỶanỶẳỶẳỶẳẫẳäaaaEEaaIASREBKEUEErSeestĩtreee 
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Phương pháp chẩn 
đoán nhanh 

Từ 1 tháng tuổi đến tôm 
bố mẹ. 
Rất nhanh (1 giờ 30 phút) 
Đơn giản . 
Thao tác đơn giản, dễ thực 
hiện có thể tiến hành tại 
hiện trường. 


Do phương pháp tiến hành 
nhanh, thao tác đơn giản, 

dễ thực hiện nên hiệu quả 

kinh tế cao. 


Phương pháp mô học 
truyền thốn 
Giai đoạn từ tôm post đến tôm 
trưởng thành 
Chậm (12-24 giờ) 
Phức tạp 


Thao tác trải qua nhiều khâu 
phức tạp, do đó chỉ tiến hành 
trong phòng thí nghiệm. 

Do trang thiết bị rất phức tạp 
và mất nhiều thời gian nên 
phương pháp mô học truyền 
thống có hiệu quả kinh tế thấp 
hơn. 


VI. KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ 
VI.1. Kết luận 


- Chẩn đoán nhanh bệnh đầu vàng trên tôm sú bằng phương pháp nhộm 
Wright-Giemsa có thể áp dụng được. 


- Đây là phương pháp chẩn đoán nhanh, trang thiết bị đơn giản, dễ thao 
tác có thể tiến hành tại hiện trường. Tóm tắt quy trình chấn đoán như sau: 


Dùng xylanh 1ml rút 0,ml Formaline nước biển và 0,m] máu tôm 


Trộn đều 


ị 


Nhỏ hỗn hợp Formaline-nước biển-máu trên lam, phết kính, để khô tự nhiên 
trong không khí 


Cố định lam trong Methanol 100% 
| ð phút 


Để khô tự nhiên trong không khí 


Nhuộm Wright 
| 3 =5 phút 
Rửa tiêu bản bằng nước cất 
ð-6 phút 
Nhuộm Giemsa 
20-30 phút 


Rửa tiêu bản bằng nước cất 
Ngâm tiêu bản trong nước cất 
15-30 phút 


Để khô trong không khí 


Quan sát dưới kính hiển vi: x40 hoặc x100 
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VI.3. Đề nghị 

- Để đánh giá độ chính xác của phương pháp chẩn đoán nhanh bệnh đầu 
vàng trên tôm sú, nên tiến hành thí nghiệm so sánh kết quả với phương pháp 
RT-PCR, vì phương pháp này có độ nhạy và độ chính xác cao cho phát hiện phức 
virus đầu vàng hiện nay. 

- Tiến hành phương pháp chẩn đoán nhanh và phương pháp mô học đối 
với tôm gây nhiễm trong phòng thí nghiệm để xác định thời gian nhiễm trên 
mang và trên máu nhằm đề ra phương pháp chẩn đoán sớm nhất. 


B. PHƯƠNG PHÁP NHUỘM MÔ TƯƠI TRONG CHẨN ĐOÁN BỆNH ĐỐM 
TRĂNG TRÊN TÔM SÚ (Penaeus monodon) 


I. ĐẶT VẤN ĐỀ 


Trong phương pháp phân tích mô học, ngoài phương pháp phân tích mô 
học truyền thống, theo Victoria Alday de Granadorge (1999) còn có phương pháp 
nhuộm tươi mang tôm với thời gian nhanh hơn và độ chính xác cho phép tin cậy 
được. 

Từ những ưu điểm trên cũng như những điều kiện thuận lợi có được, chúng 
tôi tiến hành áp dụng phương pháp này tại phòng thí nghiệm nhằm mục đích: 

- Tập dượt các thao tác thực hiện phương pháp 

- Ghi nhận, chụp ảnh lại những mẫu được thực hiện 

- So sánh với phương pháp mô học truyền thống 

Tìm những thuận lợi và khó khăn cho việc triển khai ứng dụng phương 
pháp này tại hiện trường. 

II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
II.1. Vật liệu nghiên cứu 
II.1.1. Vật liệu cho phương phúp chẩn đoán nhanh bệnh đốm trắng 
- Năm 2000: - 6 mẫu tôm postlarvae 
- 40 mẫu tôm 1,5 - 3 tháng tuổi 
- 36 mẫu tôm 3 - 4,5 tháng tuổi 
- Năm 2001: - 29 mẫu tôm sú bố mẹ 
- 11 mẫu tôm postlarvae có xét nghiệm mô học bằng phương pháp 
mô học truyền thống cho kết quả dương tính 
- 10 mẫu tôm thương phẩm 
- Năm 2002: - 43 mẫu tôm sú bố mẹ 
- 20 mẫu tôm postlarvae có xét nghiệm mô học bằng phương pháp 
mô học truyền thống cho kết quả dương tính 
- 37 mẫu tôm thương phẩm. 
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II.1.2. Trang thiết bị, dụng cụ uà hóa chất 
- Trang thiết bị: Kính hiển vi quang học 
- Dụng cụ: Lam, lamelle, dao cắt mẫu, kim tách mẫu 
- Hóa chất: Dung địch Davidson, xylen, thuốc nhuộm Eosin & 
Haematoxylin, côn, nước cất. 
II.1.3. Phương pháp nghiên cứu 
- Phương pháp nhuộm mô tươi - Haematoxyline, Eosin theo (Victoria 
Alday de Granadorge, 1999). 
- Cách đọc mẫu để xác định bệnh 
+ Kiểm tra tiêu bản dưới kính hiển vi quang học với x400 hoặc x1000. 
+ Nhân của tế bào nhiễm bệnh thì nhìn thấy bị trương, dạng cầu và 
chất nhiễm sắc ở bên mép (rìa). 
+ Trong khi đó những nhân của tế bào bình thường thì có kích cỡ nhỏ 
hơn với những chất nhiễm sắc phát tán vào bên trong. 


Mang tôm cố định trong (Đề ráo) 


d/dịch Davison (1 giờ) 


Rửa mẫu 15 
phút 


Nhuộm 
Hematoxylin (10 phút) 


( Victoria Aldđay de (Cho nước 
Granadorge,1999 ) chay từ từ) 


Rửa mẫu ( 15 phút) 


Xem trên kính hiển vi 
quang học 


(Để ráo nước) 


Nhuộm Eosin (2 phút) 


Rửa mẫu ( 15 phút) 


(Để ráo nước) 


Chuyển mẫu lên lam, 
nghiền và ép lamel lên mẫu 


Xylen (2 lần (2 ST đi li 1 phút) 
mỗi lần 30 giây) tp s 


Sơ đồ qui trình xét nghiệm nhanh uirus đốm trắng 


Cồn 95% (2 lần 
mỗi lần 1 phút) 


II. KẾT QUÁ VÀ THẢO LUẬN 


- Kết quả và một số nhận định năm 2000: Bước đầu thăm dò khả 
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năng áp dụng của phương pháp nhuộm mô tươi, chúng tôi tiến hành thí nghiệm 
và đã đạt được một số kết quả bước đầu về sự tương thích của phương pháp này 
với phương pháp mô học truyền thống trên tôm ở các lứa tuổi khác nhau. Kết quả 
phân tích mẫu của các đợt thí nghiệm năm 2000 như sau: 


Bảng 16: So sánh sự xuất hiện mầm bệnh và cường độ cảm nhiễm của 
các mẫu thu đối với phương pháp mô học truyền thống và 
phương pháp nhuộm mô tươi 


Số mẫu bệnh/Số So sánh về cường 

Tuổi Tổng mẫu phân tích độ cảm nhiễm 

Đợtthí Địa Ù°Ì sý mẫu - PP PP 

nghiệm điểm ko í xi ĐI HH HUẦU truyền nhuộm 

(ngày) nghiệm Quyền mộ thốn mô tươi 

thốn. tươi — -—_ ——— 

: (Œ)_ (++) (+) (+) 

Hi ng bà Giống 6 1⁄6 1⁄6 L1 0 L1 0 

II. (Tôm 60 11 4/11 4/11 3/4 1⁄4 3/4 1⁄4 

Thương Vũng 70 10 3/10 3/10 338 0 3⁄3 0 

phẩm Tàu 80 7 2/7 2/1 1⁄2 1⁄9 2⁄2 0 

(1/5- 90 8 2/8 2/8 22 0 2⁄2 0 

Ưng, VôÌn. “ng 4 w ⁄ 0 11 11 0 
tuôi) Giang 

an... 5 2/5 95 9/9 0 3⁄2 0 
Thương Tàu 
phẩm) Trại 

tạng TN  qgọ 31 5/31 5/31 55 0 55 0 
tháng Bạc 
tuổi) Liêu 


——_———_—_—_—_————————ỄÊ—ỄR—_—ẰỄ—ỄẼỄẼỄẼÊẰÊ—ÊÊÊỆỄẼỄẼỄẰỄÊỀG TT TH HHHHUEED707707707-1720pg-20070000000000700 407227720. 0000.00.00 m0 epgomnmnn ưnnnnnnnnnr+.9nozm, mnnnronnnnnr=r=e=nnenm, 


Qua bảng 16 cho thấy: 


+ Đối với mẫu tôm giống thu tại Vũng Tàu: Kết quả phân tích theo 
phương pháp mô học truyền thống có một mẫu bị nhiễm virus đốm trắng 
(WSSV) với cường độ cảm nhiễm (+), và khi phân tích bằng phương pháp nhuộm 
tươi cũng cho kết quả tương tự. Năm mẫu còn lại kết quả phân tích của hai 
phương pháp đều âm tính. Tương thích 100% về tỷ lệ và cường độ cảm nhiễm. 

+ Đối với tôm nuôi thương phẩm (Giai đoạn 1,5 đến 3 tháng tuổi). 


Về sự xuất hiện mâm bệnh nhiễm vi rút gây hội chứng đốm trắng (WSSV) 
trên cùng các mẫu phân tích của hai phương pháp đều trùng nhau. 


Khi so sánh về cường độ cảm nhiễm của các mẫu có xuất hiện mầm bệnh 
giữa hai phương pháp, ở một số trường hợp có sự khác nhau. Mẫu tôm thu tại 
Vũng Tàu ở 80 ngày tuổi, khi phân tích bằng phương pháp mô học truyền thống, 
có một mẫu cường độ cảm nhiễm là (++) (mức trung bình), nhưng đối với phương 
pháp chẩn đoán nhanh thì cường độ cảm nhiễm là (+) (mức thấp). Có một trường 
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hợp mẫu thu ở Cồn Cống, Tiền Giang thì ngược lại. 


Các trường hợp khác nhau về cường độ cảm nhiễm trên có thể được giải 
thích là do đối với phương pháp chẩn đoán nhanh trong thao tác nghiền mẫu và 
ép lamel có thể các tế bào bị gối chồng lên nhau nên việc tính cường độ cảm 
nhiễm không được chính xác bằng phương pháp mô học truyền thống (trong một 
vài trường hợp). 

+ Đối với tôm nuôi thương phẩm (Giai đoạn 3 đến 4,5 tháng tuổi) 

Sự xuất hiện mầm bệnh (nhiễm vi rút gây hội chứng đốm trắng) trên cùng các 
mẫu thu được phân tích bằng hai phương pháp trên đều trùng nhau. 

Về cường độ cảm nhiễm của các mẫu có xuất hiện mầm bệnh ở đợt thí nghiệm 
này khi áp dụng thực hiện hai phương pháp chẩn đoán trên đều trùng nhau. 


Kết quả và một số nhận định năm 2001: Từ kết quả thực hiện năm 
2000, chúng tôi tiếp tục đi sâu hơn để có một số đánh giá một số mặt của phương 
pháp này như : Thời gian, Tính phức tạp, Trang thiết bị, Chất lượng - độ chính 
xác, Tính ổn định, Hạn chế và hướng khắc phục . 


* Thời gian 
Thời gian thực hiện phương pháp theo Victoria Alday de Granadorge chỉ 
khoảng 4 giờ trong khi phương pháp mô học truyền thống cần 36-40 giờ. Tuy 


nhiên từ một số mẫu thực hiện theo qui trình này, chúng tôi nhận thấy mẫu làm 
ra không đẹp và bị nhiều bọt khí. 


Chúng tôi đề nghị một số thay đổi nhằm tối ưu hóa các bước phù hợp với 
điều kiện phòng thí nghiệm của chúng tôi : 

+ Trên cơ sở qui trình xử lý mẫu truyền thống (7 bể cồn với nông độ tăng 
dân, 2 bể Chloroform, 2 bể parafñn ), chúng tôi để nghị thêm 5 giai đoạn rửa 
mẫu trong côn sau khi cố định Davidson với các nồng độ 50%, 70% , 90% và 
99,6% ( 2 lần ) mỗi nồng độ 5 phút để tách nước như vậy thuốc nhuộm dễ dàng 
thấm vào bên trong tế bào. 


+ Vì nếu rửa lâu sẽ làm mất màu thuốc nhuộm nên chúng tôi rút ngắn 
thời gian rửa mẫu sau khi nhuộm Hematoxylin còn 1 phút, sau khi nhuộm Eosin 
còn ö0 giây. 

+ Do xylen làm đen mẫu và tạo bọt khí khi đậy lammen nên chúng tôi bỏ 
qua giai đoạn để mẫu trong xylen mà chỉ dùng cồn tuyệt đối 95% như chất giữ 
màu và làm ẩm trong quá trình nghiền trên lam. 

* Tính phức tạp 

Thực hiện qui trình này sẽ không phải qua các thao tác phức tạp như 
phương pháp mô học truyền thống . 

Chỉ thực hiện các thao tác khử nước, nhuộm, làm tiêu bản bằng phương 
pháp thủ công và quan sát trên kính hiển vi quang học. 
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* Trang thiết bị 


Không cần các dụng cụ tỉnh vi và đắt tiền như : máy xử lý tự động, các 
dụng cụ đúc mẫu, microtome, nổi nước nóng, tủ ấm, máy nhuộm tự động. 


* Chất lượng - độ chính xác 
Bảng 17: So sánh kết quả chẩn đoán trên hai phương pháp 
Số mẫu WSSV dương Tổngsốmẫu  (%) WSSV dương 


‡huơng PHÉP tính thực hiện/pp tính 

Tôm bố mẹ Bọc Linh 11 29 37,93 

Truyền thống 6 20,69 

Mô tươi 4 39,36 

P9RUSEVEP:. -: Tu tyan thống 7 * 63,64 
Tôm Môtươi — 2/10 (+), 3/10 (ĐV) 20% (+), 30%(ĐÐV) 
"- Truyền thống 2⁄10 (+), 3/10 (ĐV) kx 20% (+), 309%(ĐV) 

-phm _ BE VỆ cà (CV sG- liNNCGG 12k Cu DBDA SOES lEOSE TL. BI UR TC on (ÍhÄPSc Tô NV, 


Ghi chú: ĐV- u¡ rút gây bệnh đâu uàng 


So sánh hai phương pháp này trên tôm bố mẹ và tôm postlarvae thấy có 
sự khác biệt đáng kể về số mẫu dương tính nhưng trên tôm thịt thì cho kết quả 
tương ứng. Có thể giải thích sự khác biệt này như sau : 


- Trên tôm bố mẹ có thể do cường độ cảm nhiễm khác nhau và không làm 
tiêu bản ở nhiều vị trí khác nhau. 


- Trên tôm postlarvae có thể do tỷ lệ cảm nhiễm thấp và lượng mẫu làm 
tiêu bản mô tươi ít hơn so với mô học truyền thống. 


Do không thể lưu mẫu lâu nên việc chụp ảnh tiêu bản là hết sức cần thiết 
cho việc so sánh đánh giá sau này. Từ những mẫu tiến hành thí nghiệm, chúng 
tôi có chụp được một số hình ảnh tương đối tốt, một số trung bình và một số chất 
lượng kém. Chúng tôi sẽ phân tích một số nguyên nhân kỹ thuật trong thao tác 
thực hiện dẫn đến tình trạng kết quả thu được kém và ngược lại. 


Bảng 18: Một số nguyên nhân ảnh hưởng chất lượng hình ảnh 


Chất lượng hình ảnh Nguyên nhân 
Tốt : 
- Quan sát rõ các tế bào mang : - Tách kỹ tơ mang (chỉ cắt phiến mang) 
nhân và màng tế bào trước khi nhuộm 


- Phân biệt được mẫu bệnh và mẫu - Dùng dao nghiền mịn ( không dùng cối 
bình thường để nghiền), trải đều trên lam 

- Tế bào nhiễm đốm trắng thấy 

trương nhân, bắt màu đều 
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=—=— =_ễẽễẽ-.----.. 
Xấu : 


- Chồng nhiều lớp - Nhuộm không đúng thời gian qui định 
- Không phân biệt được tế bào - Nghiền để lâu mới xem -> khô mẫu 
- Màu quá đậm - Nghiền và trải mẫu không đều 


Nhìn chung chất lượng hình ảnh có thể cải thiện bằng các thao tác kỹ 
thuật của người thực hiện. Trong đó nổi lên vấn để theo chúng tôi quan trọng 
nhất đó là mẫu thường bị chồng nhiều lớp và rất khó tách ra. 


Một số hình ảnh ghỉ nhận được qua đợt thí nghiệm 


Hình 24: Mẫu tôm bệnh đốm trắng theo Hình 25: Mẫu tôm bệnh đốm trắng 
phương pháp mô học theo phương pháp nhuộm mô tươi 


ị 


Hình 26: Mang tôm bị chông 2 lớp theo Hình 27: Mang tôm bắt màu đậm 
phương pháp nhuộm mô tươi theo phương pháp nhuộm mô tươi 


* Tính ổn định 

Trên 50 mẫu (với số lần lặp lại 2 — 3 lần / mẫu), chúng tôi nhận thấy do 
thao tác đơn giản nên chất lượng các tiêu bản luôn ổn định. 
Về mặt kết quả chẩn đoán rõ ràng chưa có sự ổn định khi thực hiện trên tôm bố 
mẹ và postlarvae. Độ tin cậy khi thực hiện trên tôm bố mẹ là 82,8 %. Trên tôm 
postlarvae và tôm thương phẩm cũng chưa thể kết luận vì số lượng mẫu thí 
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nghiệm còn hạn chế. 


Hạn chế và hướng khắc phục: 


Bảng 19: Hạn chế và hướng khắc phục của phương pháp nhuộm mô tươi 
NGRAGoi de l0 lo) 610066635666 00000 00176007 hoá) 2. GE0Ế SEN GDE CCG I2 ° SÁU EU han SE cọ 


Hạn chế Hướng khắc phục 


1. Không làm mẫu cùng lúc với số lượng 1. Giữ mẫu bằng gÌycerin và acetone 
lớn vì để lâu sẽ bị khô, mất màu 
2. Không lưu mẫu được 2. Chụp ảnh 


3. Xác suất gặp tế bào bệnh thấp đối 3. Làm nhiều tiêu bản ở nhiều vị trí khác 
với mẫu có cường độ và hoặc tỷ lệ cảm nhau của mang và trên nhiều tôm 
nhiễm thấp postlarvae. 


4. Chất lượng tiêu bản phần lớn phụ 4. Làm nhiều tiêu bản để nâng cao kỹ 
thuộc vào thao tác của người thực hiện. thuật. 
5. Không thể thực hiện trên postlÌarvae 
< 10 

Kết quả và một số nhận định trong năm 2002: Kế tục những kết quả 
đạt được các năm 2000 và 2001, chúng tôi lặp lại thí nghiệm trên các đối tượng 
cũ để tiếp tục đánh giá phương pháp và đưa ra hướng đề xuất cho việc áp dụng 
rộng rãi phương pháp này. Ngoài ra trên cơ sở phương pháp mô học truyền 
thống, chúng tôi mạnh dạn chẩn đoán bệnh đầu vàng trên mang tôm sú bằng 
phương pháp nhuộm mô tươi và có được một số kết quả đáng khích lệ. 


Chất lượng hình ảnh thu được qua tiêu bản của phương pháp nhuộm mô 
tươi là một trong những yếu tố quyết định độ chính xác của kết quả chẩn đoán 
bệnh. Trên cơ sở đã xác định được những yếu tố ảnh hưởng đến chất lượng hình 
ảnh, chúng tôi đã tiến hành thí nghiệm tránh mắc phải những lỗi đó (ở mức ít 
nhất có thể) và có được kết quả như sau : 


Bảng 20: Phân loại các hình ảnh nhuộm mô tươi 


Chất lượng tiêu bản 
Chú thích 


Số mẫu 


Đối tư - 
Koig2e thựchiện Số mẫu % 


43 37 86 rõ 
Tôm bố mẹ 6 14 trung bình 
0 0 xấu 
Tôm thương 37 29 78,4 rõ 
phẩm 8 21,6 trung bình 
l 0 0 xấu 
Tôm 20 11 55 rõ 
postlarvae 6 30 trung bình 
15 xấu 


— -— —  Ả—_Ầ—— — ————— 
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Đánh giá tính chính xác (độ tin cậy hay tính ổn định) của phương pháp 
nhuộm mô tươi. 


Dựa trên phần lớn tiêu bản rõ và trung bình của các đối tượng nghiên cứu, 
chúng tôi đánh giá độ chính xác của phương pháp nhuộm mô tươi thông qua 
phương pháp truyền thống làm chuẩn. 


Sự so sánh này dựa trên kết quả tương thích của từng mẫu. Sự tương thích 
được hiểu ở đây là kết quả trên 2 phương pháp phải giống nhau. 


Bảng 21: So sánh kết quả của 2 phương pháp trên các mẫu phân tích 
năm 2008 


—_—___________—_——_—__—__- ——_————————— 


Kết quả phương pháp nhuộm mô tươi 


: : Kết quả khô 
Đối tượng Kết quả tương thíh  `° QUA thông 


tương thích Tổng số mẫu (N) 


n % n % 
Tôm bố mẹ 35 81,3 8 18,7 48 
lo , 29 78,3 8 21/7 37 
phâm 
Tôm postlarvae 13 65 7 25 20 


—____ b__—_—_-———ễ——— 


Công thức tính % tương thích: % tương thích = (n / N).100%. 
Qua tiến hành, ghi nhận kết quả chúng tôi rút ra những nhận xét: 


- Có những tiêu bản rất rõ trên phương pháp nhuộm mô tươi không có dấu 
hiệu bệnh nhưng trên phương pháp truyền thống thì có dấu hiệu bệnh. Sự khác 
biệt này có thể giải thích như sau: 

Do cường độ cảm nhiễm khác nhau mà trong phương pháp nhuộm mô tươi 
chỉ tách và quan sát được một số lượng tơ mang có giới hạn, còn trong phương 
pháp truyền thống thì mang tôm được đúc và cắt lát nên quan sát được số lượng 
mang lớn (gần như trên cả mang). 


Có những tiêu bản trên phương pháp truyền thống không có dấu hiệu 
bệnh nhưng trên phương pháp nhuộm mô tươi có dấu hiệu bệnh. Vấn đề này chủ 
yếu là do trong quá trình thao tác đã để mẫu chồng nhiều lớp hay khi tách đã 
làm nát mẫu. 


Cùng với quá trình thao tác và độ tin cậy ở tôm bố mẹ: 81,3%; tôm 
thương phẩm: 78,3%; tôm postlarvae: 65%, cho chúng tôi nhận định: mang tôm 
lớn (tôm thương phẩm và tôm bố mẹ) thì dễ tách rời từng phiến mang hơn tôm 
postlarvae, cho nên chất lượng tiêu bản ở tôm postlarvae không tốt bằng, dẫn 
đến độ chính xác thấp hơn. 


Bên cạnh đó, chúng tôi nhận thấy thời gian 1 giờ trong dung dịch Davidson 
để cố định mẫu là tối thiểu cho cả hai phương pháp nhuộm mô tươi và truyền 


7] 


thống. Thời gian này có thể kéo dài hơn (12 - 24 giờ) vẫn không ảnh hưởng chất 
lượng mẫu đối với phương pháp nhuộm mô tươi. Do đó, nếu không có điều kiện 
cho nhuộm tươi ngay có thể cố định mẫu trong dung dịch Davidson trong thời 
gian cho phép rồi thực hiện các bước nhuộm tươi sau đó. 


Tính ổn định 
Trên ð0 mẫu (với số lần lặp lại 2 — 3 lần / mẫu), chúng tôi nhận thấy do 
thao tác đơn giản nên chất lượng các tiêu bản luôn ổn định. 


Về mặt kết quả chẩn đoán rõ ràng chưa có sự ổn định khi thực hiện trên 
tôm bố mẹ và postlarvae. Độ tin cậy khi thực hiện trên tôm bố mẹ là 82,8 %. 
Trên tôm postlarvae và tôm thương phẩm cũng chưa thể kết luận vì số lượng 
mẫu thí nghiệm còn hạn chế. 


IV. KẾT LUẬN 


- Qua phân tích 70 mẫu tôm sú, một số thành viên của phòng đã nắm 
vững được các bước tiến hành và thực hiện được các thao tác. 

- Khi có tình hình dịch bệnh tại các địa phương, có thể tiến hành triển 
khai thực hiện phương pháp này ngay tại hiện trường. 

- Thu thập được một số hình ảnh khá đẹp. 


Tóm tắt quy trình: 


(Để ráo ) 


Mang tôm cố định trong 
đ/dịch Davison (1 giờ) 


Rửa mẫu 


Nhuộm 


(15 phút) Hematoxylin (10 phút) 
( Victoria Alday de (Cho nước 
Granadorge,1999 ) chảy từ từ) 


Xem trên kính hiển vi 
quang học 


Rửa mẫu ( 15 phút) 


(Để ráo) 


Nhuộm Eosin (2 phút) 
Rửa mẫu ( 15 phút) 


(Để ráo nước) 


Chuyển mẫu lên lam, 
nghiền và ép lamel lên mẫu 


Côn 100% 
(2 lần mỗi lần 1 
phút) 


Cồn 95% (2 lần 
mỗi lần 1 phút) 


Xylen (2 lần 
mỗi lần 30 giây) 
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C. PHƯƠNG PHÁP KÍNH HIẾN VI ĐIỆN TỬ TRONG QUAN SÁT HÌNH 
THÁI VIRUS GÂY BỆNH TRÊN TÔM SÚ 


I. ĐẶT VẤN ĐỀ 


Kính hiển vi điện tử là một công cụ tuyệt vời giúp chúng ta đi sâu vào 
những cấu trúc siêu vi của các thành phần tế bào, vi khuẩn cũng như virus. Nó có 
mặt ở hầu hết các phòng thí nghiệm tiên tiến trên thế giới, là phương tiện 
không thể thiếu trong các nghiên cứu liên quan đến vi sinh vật, các nghiên cứu 
sâu về mô-tế bào. 

Những nghiên cứu về bệnh do virus, vì thế, rất cần có những hình ảnh về 
hình thái virus, những hình ảnh siêu cấu trúc thể hiện những biến đổi về siêu 
vi thể trên mô - tế bào và ngay cả những biến đổi về số lượng, thành phần các 
bào quan. 

Trong thí nghiệm này chúng tôi đã tiến hành thu 7 mẫu tôm có biểu hiện 
bệnh đầu vàng rõ, cơ quan gan tụy và mang chuyển sang màu vàng đồng thời 
gan trương lên. Các mẫu trên được phân tích bằng 3 phương pháp là PCR, mô 
học và kính hiển vi điện tử: 

- Phân tích PCR và mô học được thực hiện tại Phòng Bệnh Học Thủy Sản 
— Viện Nghiên Cứu Nuôi Trồng Thủy Sản II. 

- Phân tích trên kính hiển vi điện tử truyền qua được thực hiện tại Viện 
Vệ Sinh Dịch Tễ Trung Ương. 


Các mẫu tôm đều mang dấu hiệu lâm sàng của bệnh đầu vàng nhưng kết 
quả mô học cho thấy có 6/7 mẫu tôm nhiễm cả hai loại virus là virus đốm trắng 
(White Spot Syndrome Virus - WSSV) và phức hợp virus đầu vàng (Yellow Head 
Complex Virus - YHCV), 


II. VẬT LIỆU - HÓA CHẤT 
II.1. Vật liệu 


7 mẫu tôm sú (Penaeus monodon) có biểu hiện bệnh đâu vàng rõ được thu 
vào đợt dịch bệnh đốm trắng tháng 7 năm 2002 tại hai tỉnh Cà Mau và Bạc 
Liêu. Cả bảy mẫu đều được cố định để phân tích mô học và TEM, tuy nhiên chỉ 
có 4 mẫu tôm được cố định để phân tích PCR. 


- Mang cố định trong cồn 95° cho phương pháp two-step PCR. 
- Mang và gan cố định trong dung dịch Davidson cho phương pháp mô học 


- Mang cố định trong dung dịch 3% PAF + 4% GA trong cacodylate 0.2 M 
cho quan sát kính hiển vi điện tử. 


IL2. Hóa chất 
Cách pha các hóa chất dùng cho phương pháp phân tích bằng kính hiển vi 
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điện tử: 


- Dung dịch Cacodylate 0,2M 

- Dung dịch Paraformaldehyte 15% 

- Sucrose 0,02M 

- Dung dịch PBS 

- Urany] acetate ( analyticalgrade) 5% 
- Plomb Nitrate 

- EPON. 


II. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU - BỐ TRÍ THÍ NGHIỆM 


74 


- Phương pháp phân tích mô học (Lightner 1996) 

- Phương pháp two-step PCR (Lo 1996) 

- Phương pháp kính hiển vi điện tử truyền qua (TEM). 
Cố định lần: khối mẫu 1mn”, dung dịch cố định 3%PAF&4%GA/cacodylate 
0.2M, sacarose 0.02M ở 4°C, pH 7.2-7.4 
Cố định lần 2 trong 1% OsO//cacodylate 0.1M, thời gian 40 phút -1 giờ. 
Hút nước: cho mẫu qua các nồng độ cồn 50”: 70°: 80°: 90°: 100°, mỗi nông 
độ thực hiện 2 lần, mỗi lần 5 phút. 
Tẩm 

100% Propylene oxide, 10 phút, 2 lần 

1 Propylene oxide: 1 Epon, 1 giờ, 2 lần 

100% Epon, 2 giờ, 2 lần 
Ngâm mẫu trong Epon qua đêm 
Đúc mẫu trong viên nhộng gelatin, đổ đây Epon và làm cứng bằng nhiệt 
tại 60°C trong 24-36 giờ. 


6. Gọt mẫu 
7... Cắt mẫu (Ultramierotome III Thụy Điển, lát cắt siêu mỏng từ 600-1000A9). 
8. Nhuộm mẫu: Uranyl acetate 5% trong 10 phút, Plomb Citrate trong ð 


9. 


phút. 
Quan sát mẫu (kính hiển vi điện tử JEM, độ phóng đại từ 3.000 — 600.000) 


10. Chụp ảnh (phim Fuji - Nhật Bản, in phóng ảnh trên giấy đen trắng 


ORWO - BNI của Cộng Hòa Liên Bang Đức). 


H4. Bố trí thí nghiệm 


Phân tích bằng kính Phân tích mô hoe 
hiển vi điện tử : 


Phân tích PCR 


IV. KẾT QUẢ - THẢO LUẬN 
IV.1. Kết quả 
Bảng 23: Các kết quả phân tích mô học, PCR và kính hiển vi điện tử 


(TEM) 
Địa phương thu mẫu KH Mô học PCR TEM 
mẫu WSSV YHV WSSV WSSV 
Cái Nước 4985 a ++ + 0 + 
Cái Nước 4985b ++ + 0 + 
Cái Nước 4985 c + + 0 + 
Tân Hưng Tây 4990 b ++ + + + 
Tân Hưng Tây 4990 c ++ ++ - + 
Trời Mọc 4996 + + + + 
Trại Bạc Liêu 5010 - - + - 
Ghi chú: 0: Không xét nghiệm 


Kết quả mô học 


Các tiêu bản của 7 mẫu tôm trên được nhuộm Hematoxylin & Eosin và 
quan sát trên kính hiển vi quang học. Kết quả cho thấy có 6 mẫu có dấu hiệu 
nhiễm đồng thời virus gây hội chứng đốm trắng (WSSV - White Spot S5yndrome 
Virus) và phức hợp virus đầu vàng (YHCV - Yellow-Head Complex Virus). 


Các tế bào có dấu hiệu nhiễm WSSV có nhân trương to. Sự trương nhân 
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này khác nhau ở từng giai đoạn trong quá trình nhiễm virus của tế bào. Giai 
đoạn mới nhiễm, thể vùi trong nhân bắt màu eosinophilic được bao quanh bởi 
một lớp màng dày bắt màu basophilic. Sau đó thể vùi to dân và cuối cùng lấp đây 
trong lớp màng trên. 


Các tế bào nhiễm YHCV có nhân co lại hay bị vỡ nhỏ thành nhiều mảnh 
vụn bắt màu basophilic trên mang tôm, mô liên kết đạ dày, cơ quan lymphoid và 
trong các hemal sinus của mô gan-tuy. 


Các mô và cơ quan của tôm nhiễm đồng thời hai loại virus bị hủy hoại 
mạnh, đặc biệt là mô mang và cơ quan lymphoid. 
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Hình 28a: Cấu trúc mang tôm: một số tế bào có nhân co lại, chất nhân bắt màu 
eosine, màng nhân bắt màu hematoxyhn đậm, đường bính trung bình 2n (H & 
b, 1000x) là biến đổi mô bệnh học đặc trưng khi tế bào nhiễm phức hợp uirus 
đầu uàng (YHCV) 


Hình 26b: Mang tôm: một số tế bào có nhân trương to, bắt màu hemeœtoxylin 
đậm (H&E, 1000x) là biến đổi mô đặc trưng khi tế bào nhiễm uirus đốn trắng 
(WSSYV) 

Hình 26c: Mô cơ quan lymphoid của tôm có dấu hiệu nhiễm cả hai uirus WSSV 
uùò YHCY trên mang: cấu trúc mô - tế bào cơ quan lymphoid bị biến đổi rất 
mạnh, có rất nhiều tế bào ở dạng co nhân, bắt màu eosine đậm (H&P, 400x). 


Kết quả PCR 

Qua bảng 23 cho thấy kết quả PCR so với mô học và kính hiển vi điện tử 
có sự khác biệt rất đáng kể: có 2/4 kết quả PCR trái ngược với mô và TEM. 
Kết quả kính hiển vi điện tử truyền qua 


Dưới kính hiển vi điện tử WSSV có dạng hình elip hay hình thoi, chủ yếu 
nằm trong nhân. Kích thước virion 85-1l5nm x 218-316nm, nucleocapsid 66- 
84nm x 180-262nm và nucleotide 50-63nm x 159-244nm. Virus nguyên vẹn có 3 
lớp màng bao được phân biệt rõ: hai lớp màng trong và ngoài hấp thụ điện tử 
mạnh có màu đen và lớp màng giữa truyền suốt không màu. 
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Bảng 24: Tóm tắt kết quả phân tích trên kính hiển vi điện tử truyền qua 


Kí hiệu Các biến đổi siêu cấu trúc WSSV 
4985a Mô bị hoại tử, WSSV sắp xếp đây nhân + 


4985b Xuất hiện cấu trúc lạ trong nhân 
4985c Mô bị hoại tử 

4990b Có cấu trúc lạ và tế bào bị phá hủy 
4990c Mô bị phá hủy mạnh do vi khuẩn 
4996 Mô bị hoại tử 

5010 Mô bị hoại tử : 


Số mẫu có 0uirus 6/7 
“mm ——=-=”.‹........ẦỐ.. ..- Ô0/./..... 


Dạng tính thể của virion cũng được quan sát thấy, đó là các thể WSSV 
sắp xếp chặt chẽ trong tế bào như hình dạng một tổ ong. 


+ + + + + 


Có một số ít virus đốm trắng nằm rải rác trong tế bào chất hoặc nằm 
ngoài tế bào. 

Mẫu 4990c có cả virus đốm trắng lẫn vi khuẩn, vi khuẩn này có hình elip, 
kích thước 976nm x 1.585nm và có màng bao ngoài, cấu trúc siêu vi của mẫu bị 
phá hủy rất mạnh. 


Hình 29: Trong nhân tế bào mang: các WSSV có dạng hình elip, có bích thước 
thể utrion 85-1l1õnm x 218-316nm, nucleocapsid 66-84nm x 180-269nm (TEM, 
60.0001). 

Hình 30: Trong nhân tế bào mang: các 0irus chưa trưởng thành nằm trong nang 
ở dạng nucleocapsid, chúng đang ở giai đoạn hình thành uỏ ngoài để trở thành 
Utrus hoàn chỉnh (TEM, 60.000x) 


IV.2. Thảo luận 


Bảy mẫu tôm sú bệnh trong đợt địch bệnh tháng 7 năm 2002 có biểu hiện 
lâm sàng của bệnh đầu vàng đó là mang, cơ quan gan tụy của tôm bệnh chuyển 
sang màu vàng nhạt (Kasornchandra J. & ctv, 1993). Kết quả mô học cho thấy sự 


Tỉ 


hiện diện của 2 nhóm virus gây bệnh đốm trắng và đầu vàng nhưng TEM chỉ ghi 
nhận sự hiện diện của virus gây bệnh đốm trắng. Điều này cần có những nghiên 
cứu chi tiết hơn như số lượng mẫu, cơ quan đích và vị trí của các lát cắt nhiều 
hơn. 


Hình 31: Nhân tế bào mang chứa đây uirus đốm trắng sắp xếp gân giống dạng tổ 
ong, nhân trương to chiếm gân hết tế bào (TEM, 12.000x) 

Hình 32: Trên nuô mang tôn bệnh có các 0L khuẩn hình clip, hích thước 976nm x 
1585ãnm uà có màng bao ngoài (TEM, 24.000x) 


Trong phân tích WSSV, giữa các kết quả của PCR với mô học và TEM cho 
thấy có sự trái ngược nhau ở hai mẫu có kí hiệu 4990c và 5010. Đối với mẫu kí 
hiệu 5010, PCR có kết quả dương tính còn hai phương pháp còn lại thì âm tính, 
điểu này có thể xảy ra vì có thể mẫu trên mới bị nhiễm WSSV và phương pháp 
phân tích two-step PCR có độ nhạy cao hơn rất nhiều so với mô học và TEM (Lo 
C-F & ctv, 1997) hoặc lát cắt cho phương pháp mô học và TEM chưa đúng vị trí 
hay cũng có thể bị ngoại nhiễm do kỹ thuật thao tác. Tuy nhiên đối với mẫu có 
kí hiệu 4990c, kết quả PCR âm tính trong khi mô học và TEM là dương tính. 
Điều này chỉ có thể giải thích rằng có thể có một sự thay đổi nào đó trong bộ 
gene của virus trên mà cặp mỗi WSSV sử dụng không thể nhận diện để bắt cặp 
được. Hiện tại chưa có nghiên cứu nào để cập đến trường hợp này. 


V. KẾT LUẬN - ĐỀ NGHỊ 
V.1. Kết luận 

Như vậy, qua ứng dụng kính hiển vi điện tử, lần đầu tiên chúng tôi có kết 
quả về hình thái của virus gây hội chứng đốm trắng trên tôm sú, bước đầu khẳng 


định độ tin cậy kết quả xét nghiệm về bệnh đốm trắng bằng phương pháp mô 
học. 


V.2. Đề nghị 


Từ các ghi nhận trên chúng tôi thấy rằng cần thiết tiếp tục thu mẫu tôm 
bệnh các cơ quan khác như cơ quan lympho hay gan cho phân tích kính hiển vi 
điện tử để có thể có được những hình ảnh của một số virus khác gây bệnh trên 
tôm, đặc biệt là virus đầu vàng. 
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Chương LII 


ỨNG DỤNG PHƯƠNG PHÁP VI KHUẨN HỌC TRŨNG CHẨN Đ0ÁN TÁC 
NHÂN GÂY BỆNH VI KHUẨN TRÊN TÔM SÚ (Penaeus monodon) 


A. PHƯƠNG PHÁP BIOPLATE TRONG XÁC ĐỊNH VIBRIO TỔNG SỐ 
I. ĐẶT VẤN ĐỀ 


Những nhóm vi khuẩn gây hại nghiêm trọng cho các đối tượng thủy sản 
nuôi nước mặn, lợ nói chung và trên tôm sú nói riêng là nhóm vi khuẩn V¡brio 
sp. trong đó Vibrio harueyi và Vibrio parahaemolyticus là các loài vì khuẩn có 
độc lực cao, có thể gây bệnh phát sáng trên ấu trùng tôm sú. Các loài V¡Örio 
khác như Vibrio 0ulnijficus, Vibrio alginolyticus, Vibrio spÌlendidus, được xem là 
nhóm vi khuẩn gây bệnh cơ hội trên tôm sú nuôi thương phẩm (Lightner, 1996). 
Khi V¡ibrio xuất hiện trong nước với mật độ cao, có thể gây chết hàng loạt ấu 
trùng và giống của tôm sú, đôi khi tỷ lệ chết có thể lên đến 100%. Vì vậy, vấn đề 
kiểm tra mật độ nhóm V¡br¡o và các bệnh do nhóm V¡Örio gây ra trong quá trình 
ương nuôi là rất cần thiết. | 

Cùng với việc góp phần giảm bớt phần nào những tổn thất cho người nuôi, 
khắc phục được tình trạng khi dịch bệnh xảy ra phải đi thu mẫu liên tục nhiều 
ngày, có thể xử lý mẫu ngay tại hiện trường với điều kiện không có phòng thí 
nghiệm và các nhà sản xuất giống cũng có thể tự kiểm tra mật độ Vibrio trong 
nước các bể ương giống. Do đó việc xác định nhanh mật độ nhóm Vibrio tại hiện 
trường là rất cần thiết, chúng tôi đã nghiên cứu ứng dụng phương pháp MPN 
(Most Probable Number) với môi trường “Bio-plate for Vibrio”. 


II. VẬT LIỆU, PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU VÀ BỐ TRÍ THÍ NGHIỆM 


II.1. Vật liệu 

- Các loại môi trường để xác định tổng số V¿brio: môi trường Bio-plate for 
Vibrio parahaemolytieus dùng để đếm tổng số ViBrio parahaemolylicus, môi 
trường Bio-plate for Vibrio uulmificus dùng để đếm tổng số Vibrio 0uluificus, môi 
trường Bio-plate for V¿brio species dùng để đếm tổng số Vibrio spp. 

- Đĩa nhựa Bio-Plate: gồm 84 giếng/đĩa, có nắp đậy. 

- Micropipette các loại 

- Nước cất để pha môi trường. 

- Dung dịch Iodine dùng để sát trùng dụng cụ sau mỗi lần sử dụng. 
I2. Phương pháp nghiên cứu 
œ. Nguyên tắc 


Phương pháp MPN với các loại môi trường “Bio-plate for V¡iör¡o” dựa vào 
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sự thay đổi màu được xem như là chỉ thị để chọn lọc và phân biệt các loài Vibrio 
cũng như cung cấp chỉ số MPN (Most Probaly Number) cho những loài Vibrio 
này. 

Môi trường Bio-plate được nuôi cấy với mẫu nước, hay mẫu tôm nghiền 
nát, được pha loãng ở các nồng độ thích hợp đỗ vào đĩa Bio-plate và ủ ở nhiệt độ 
phòng từ 18 đến 24 giờ. Những giếng thay đổi màu so với màu nguyên thủy chỉ 
ra sự hiện điện của V¡iöz¡o. Riêng môi trường xác định tổng số Vibrio dựa vào sự 
đổi màu và phát sáng để phân biệt các chủng có khả năng lên men đường thì 
môi trường chuyển sang màu vàng còn các chủng không lên men đường chuyển 
sang màu xanh dương. Số lượng của vi khuẩn này trong mẫu được xác dịnh bằng 
cách đếm số giếng thay đổi màu rồi tra bảng MPN để tính kết quả. 


b. Chuẩn bị môi trường 


Pha các loại môi trường chuyên biệt cho từng loại V¡br¡io: môi trường 
chuyên biệt cho Vjörio 0uuÌn/icus, môi trường chuyên biệt cho Viörio 
parahaemolyficus, môi trường dành cho Vibrio tổng số. Các loại môi trường chỉ 
nên pha trước khi sử dụng, không sử dụng môi trường đã pha sau 12 giờ. 


c. Cách tiến hành 
Sơ đô tổng quát: 
0,1 ml mẫu (đã được pha loãng ở các nông độ thích hợp) + 10 m] môi 
trường 
Lắc đều 


| Ủ nhiệt độ phòng (18-24 giờ) 


Đọc kết quả (Chọn đĩa có giếng dương tính, số giếng dương tính phải < 84) 
d. Đọc kết quả 


- Chọn đĩa có số giếng dương tính < 84 giếng và đọc kết tổng số giếng 
dương tính sau đó tra bảng MPN (bảng 24). 


- Vjbrio parahaemolyticus: Trong các giếng môi trường chuyển từ màu 
xanh dương sang màu vàng. 


- Vibrio 0ulnuificus: Dương tính khi các giếng chuyển từ màu tím sang màu 


vàng. 

- Đối với môi trường xác định V/örio tổng số xảy ra 2 trường hợp đương 
tính: 

+ Các giếng môi trường chuyển sang màu xanh lá cây và màu vàng: Vibrio 
Spp. 


+ Các giếng có màu xanh lá cây nếu kiểm tra dưới đèn cực tím (độ dài 
sóng 365 nm) thấy có phát sáng thì đó là Viöbrio harueyi. 
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Ghi nhận số giếng dương tính, dựa vào bảng MPN tính ra số lượng Vibrio 
sp. Nhân với nồng độ pha loãng đồng thời nhân thêm 10 để được số lượng Vibrio 
spp.mIl. . : 

e. Công thức tính kết quả 

Tổng số Viöbrio spp. = Chỉ số MPN x 10 x d 

Tổng số Vibrio spp. (CFU/m]) 

Chỉ số MPN: Số giếng có màu vàng và số giếng có màu xanh 

d: hệ số pha loãng. 

Bảng 24: Tương ứng giữa số giếng dương tính và chỉ số MPN 
“=-———=---....-:........-.......-.---.- 


Số Chỉ số Số Chỉ số Số Chỉ số Số Chỉ số 
giếng+) MPN giếng+) MPN giếng+) MPN giếng(+) MPN 
1 2 22 ã0 43 120 64: 240 
2 4 28 54 44 124 65 248 
3 6 24 ð6 4ð 128 66 256 
4 8 25 58 46 132 67 266 
ỗ 10 26 62 47. 1586 68 276 
6 12 27 64 48 142 69 286 
7 14 28 68 49 146 70 296 
8 16 29 70 50 1ã0 71 312 
9 18 30 74 51 156 72 324 
10 22 j1 76 52 160 73 338 
11 24 32 80 B53 166 74 351 
12 26 33 84 54 172 75 372 
15 28 34 90 55 178 76 392 
14 30 35 94 56 184 T7ï 414 
15 32 36 96 57 190 78 440 
16 36 37 100 58 196 79 470 
17 38 38 104 59 202 80 526 
18 40 39 108 60 208 B1 556 
19 42 40 112 61 216 82 624 
20 46 41 116 62 224 83 738 
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g) Loại bỏ môi trường thừa sau b) Đĩa Bio-Plate uới 84 giếng 
hhi đã làm ngập các giếng 


Hình 35: Thao tác nuôi cấy mẫu trên đĩa Bio-Plate 


Tiến hành thí nghiệm tại Trung Tâm Nghiên Cứu và Sản Xuất Tôm giống 
— Vũng Tàu. 


Mẫu ấu trùng tôm sú được bố trí thu ngẫu nhiên trong các bể composite có 
dung tích 1000 lít. 


Chọn ngẫu nhiên 03 bể ương ấu trùng tôm sú, thu mẫu trong 12 ngày, từ 
giai đoạn Nauplii 4,5 đến giai đoạn Poslarvae 3. 


Mỗi bể thu một mẫư/ngày; tổng số mẫu thu: 36 mẫu. 
II. KẾT QUÁ THẢO LUẬN 


Kết quả ứng dụng phương pháp MPN (Most Probable Number) đổ đĩa với 
môi trường “Bio-plate for Vibrio” để xác định mật độ Vibr¡o trong nước bể ương, 
ghi nhận được như sau: 

+ Kết quả ở Bể 1 cho thấy tổng số Vibrio giữa các loài (V. 
parahaemolyticus, V. uulnificus, V. haroey¿) so với tổng số V;brio spp. thì hợp lý, 
tức tổng số của 3 loài này ở các giai đoạn có thu mẫu kiểm tra đều nhỏ hơn tổng 
số Vibr¡o spp. ở từng giai đoạn. 

+ Kết quả ở Bể 2 cũng tương tự như Bể 1, tổng số V/bzrio spp. ở các giai 
đoạn đều lớn hơn hoặc bằng tổng số của 3 loài: V. parahaemolyfieus, V. 
0uulnifiecus, V. harueyi. Kết quả này cũng hợp lý. 


+ Kết quả ở Bể 3 thì ngược lại, ở giai đoạn Postlarvae 3 tổng số V. 
0ulmificus lại lớn hơn tổng số Vibrio spp. (7.380 x 10” và 758 x 103). 

Bảng 25: Kết quả kiểm tra các loài Vibr¡o trên các bể ương ấu trùng tôm 
sú từ giai đoạn Nauplius đến Postlarvae bằng phương pháp MPN (Most Probable 
Number). Bao gồm bảng 25 (1), 25 (2), 25 (3) sau: 
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Bảng 25 (1): 


Bể 1 
Đợt Giai đoạn Vibrio Vibrio Vibrio Tổng số Vibrio 
thu tuổiấu parahaemolyficus uuinificus harueyi Spp. 
mẫu trùng (CFU/m}) (CFU/ml)  (CEU/m)) (CEƯ/m]) 
1 N4-5 0 0,06 x 10? 0 1,34 x 10° 
2 N6 - Z1 0,02 x 10° 0,22 x 10° 0 1,14 x 10° 
3 Z1 - Z5 0,1 x 10 0,16 x 10 0 7,64 x 10 
4 Z2 - Z3 4,2 x 10° 0,22 x 10° 0 2,14 x 10 
5 Z2+Z3 0,3 x 10° 0 0 5,386 x 10° 
6 M1 0,4 x 10 0,28 x 10° 0 7,1 x10° 
7 MI_-M2 0,12 x 10 4,4 x 10° 0 11,9 x 103 
8 M2_- M83 0,46 x 10? 1 x10° 0 7B,26 x 10 
9_ M2+M3 0,16 x 10° 2,32 x 10 0 740,48 x 10° 
10 P1 0,12 x 10° 508 x 10 0 6.068,12 x 10° 
11 P2 0 738 x 10° 0 1.118 x 10Ẻ 
12 P3 0,08 x 10 5.080 x 10° 


————Ễ—__—_——_-Ố_ 


0 5.087,46 x 10° 


Ghỉ chú: N: giai đoạn Nguplius; Z: giai đoạn Zoae; M: gtat đoạn Äys¡s; 
P: giat đoạn Postlaruae. 
Bảng 25 (2): 


Bể 2 


————————_—_—_——__—_ Ốc - CCCOQ_ 


thu GA 40SB naralaemalgieus VEPriothdnifeMe quy, TỦ TẾ mạn SH 

mầu (CFU/m]) (CFU/m)  (CFU/m]) 
1 N4-5 0 0,020 x10? 0 4,72 x10 
94 N6-Z1 0,36 x 10° 0,700 x10° 0 1,20 x10? 
3 Z1+Z2 0 0,320 x10° 0 5,40 x10? 
4 Z2+Z3 0,220 x10? 0,260 x10° 0 0,78 x10 
5 Z2-Z3 0,20 x10? 0,02 x10° 0 5,6 x10° 
6 MI1 0,16 x10? 0,40 x10 0 7,94 x10 
( M1+M2 0,10 x10° 3,92 x10° 0 11,40 x10” 
8 M2+M3 0,02 x10° 0,80 x10° 0 74,62 x10” 
9 M2-M3 0,04 x10° 7,38 x10? 0 745,42 x10° 
10 P1 0 788 x10° 0 8.118 x10° 
11 P2 0 624 x 10” 0 694 x10Ÿ 
12 P3 0 3.120 x 10° 0 .127,38 x10° 


—————-————_—__ __— ÝS22 XU CÚ  J/12/,Ố XU 
Ghỉ chú: N: giai đoạn Nguplius; Z: giai đoạn Zoae, M: giai đoạn Mysis; 
P: giai đoạn Postlaruae. 
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Bảng 25 (3): 


Bể 3 

Đợt Giai đoạn Vibrto Vibrio uuinifieus XIOHG. Tổng số Vibrio 

thu ấu trùng paruhuemolytficus (CFU/m}) harueyi SpP. 

mẫu (CEU/m]) (CFU/m})  (CEU/ml) 
1 N4-5 0 0,14 x10? 0 2,30 x10 
2 N6-Z1 0,12 x103 0,14 x10° 0 1,20 x10” 
3 Z1+Z2 0,04 x10° 0,48 x10° 0 7,90 x10? 
4 Zz2+Z3 0,04 x10 0,22 x10 0 0,64 x10° 
5 Z2-Z3 0,10 x10 0,12 x10° 0 5,30 x10 
6 MI 0,16 x10° 0,16 x10° 0 7,70 x10 
rã MI+M2 0,34 x10° 3,92 x10? 0 11,54 x10” 
8 M2+M3 0,38 x10° 2,48 x10 0 76,66 x10” 
9 M2-M3 0,10 x10” 5,08 x10° 0 743,18 x10 
10 P1 0,08 x10° 738 x10° 0 8.118,08 x10? 
ï† P2 0 7.380 x10 0 758 x10” 
12 P3 0 2.560 x10? 0 2.567,38 x10° 


=.::“..............1. ........'..........-' 
Ghi chú: N: giai đoạn Nguplius; Z: giai đoạn Zoae; M: giai đoạn Mysis; 
P: giai đoạn Postlaruae. 
Nhận xét 

Trong 03 bể bố trí thử nghiệm, bể 3 có tổng số Vibrio uulnificus ở giai- 
đoạn Postlarvae 3 không hợp lý vì tổng số các loài Vibrio hiện diện như: V. 
parahaemolyticus, V. uulnificus, V. harueyi phải bằng hoặc nhỏ hơn tổng số 
Vibrio spp. như kết quả ở Bể 1 và Bể 2 nhưng kết quả Bể 3 có tổng số V. 
uulnifieus (7.380 x 10° CFU /ml) lớn hơn tổng số V¡ibr¡o spp. (758 x10? CFU ml). 
Từ kết quả này (bảng 25 (3)), chúng tôi có những nhận xét như sau: 
Ưu điểm 

- Có thể xác định nhanh tổng số Viörio spp. trong bể ương ấu trùng nhằm 
có biện pháp xử lý kịp thời. 

- Có thể xác định nhanh các loài Vibrio có khả năng gây bệnh trên ấu 
trùng tôm như: V. harueyi, Ÿ. parahodernolyticus, V. 0uulmficus. 
Nhược điểm 


- Khó khăn trong việc xác định hệ số pha loãng mẫu để có được mật độ vi 
khuẩn thích hợp trên đĩa môi trường. 


- Hệ số pha loãng mẫu phải tương ứng với số giếng dương tính nhỏ hơn 84 
giếng, do đó phải làm nhiều nồng độ khác nhau. 


IV. KẾT LUẬN 


Tùy điều kiện có được, có thể áp dụng một trong hai phương pháp (tráng 
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đĩa trên môi trường thạch TCBS hoặc phương pháp MPN trên đĩa (đổ đĩa trên 
môi trường Bio piate for Vibrio) để xác định mật độ nhóm Vibrio ngay tại bể 
ương ấu trùng tôm sú hoặc tại các ao ương tôm giống, ao nuôi tôm thương phẩm. 


Quy trình thực hiện phương pháp tráng mẫu trên đĩa thạch TCBS và 
phương pháp MPN (Most Probly Number) trên môi trường Bio plate for Vibrio: 
Mẫu nước 
(Nguyên chất hay pha loãng) 


Hút 0,1 ml mẫu hòa với 10 m] môi trường (hoặc 1 mì mẫu. 
hòa với 9 mÌ môi trường) rót vào các giếng trên đĩa, bỏ phần 
thừa. | 


Ú 30° C hoặc nhiệt độ phòng (18 —24 giờ) 


Đọc kết quả (Trên từng loại môi trường, đếm số giếng dương 
tính trên đĩa môi trường Bio plate for Viör¿o, số giếng dương 
tính phải nhỏ hơn 84 giếng) 


Kiểm k dưới tia UV để phát hiện Vibrio harueyi 


Kết quả: 

Tổng số V¡ibrio spp. (CFU/ml): 

Chỉ số MPN x 10 x d | 

Chỉ số MPN: (số giếng có màu uùng uà số giếng có màu 
xanh) 

ở: hệ số pha loãng mẫu 


(nếu lượng mẫu là 1 ml thì không phải nhân uới 10) 
B. PHƯƠNG PHÁP TRÁNG ĐĨA XÁC ĐỊNH VIBRIO TỔNG SỐ 
I. ĐẶT VẤN ĐỀ 


Những nhóm vi khuẩn gây hại nghiêm trọng cho các đối tượng thủy sản 
nuôi nước mặn, lợ nói chung và trên tôm sú nói riêng là nhóm vi khuẩn Vibrio 
sp. trong đó V¡brio harueyi và Vibrio parohaemolyticus là các loài vì khuẩn có 
độc lực cao, có thể gây bệnh phát sáng trên ấu trùng tôm sú. Các loài V¿brio 
khác như Vibzio uulnificus, Vibrio œlginolyHicusVibrio sp lendidus, được xem là 
nhóm vi khuẩn gây bệnh cơ hội trên tôm sú nuôi thương phẩm (Lightner, 1996). 
Khi Viörio xuất hiện trong nước với mật độ cao, có thể gây chết hàng loạt ấu 
trùng và giống của tôm sú, đôi khi tỷ lệ chết có thể lên đến 100%. Vì vậy, vấn đề 
kiểm tra mật độ nhóm Vibrio và các bệnh do nhóm Viðr¡o gây ra trong quá trình 
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ương nuôi là rất cần thiết. 

Phương pháp tráng mẫu trên đĩa thạch TCBS (môi trường chuyên biệt cho 
nhóm VWibrio) để xác định mật độ nhóm Viörio spp. nhằm giúp cho những nhà 
nuôi trông có thể thực hiện dễ dàng. 


II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
II.1. Vật liệu 
a. Hóa chất - môi trường - uột tư 
- Môi trường: TCBS (Thiosulphate Citrate Bile Succrose Agar) 
- Hóa chất: NaCl, Cồn 96%, cồn 70% 
- Vật tư: Bông thấm, bông không thấm, giấy thấm. 
b. Dụng cụ tại phòng thí nghiệm 
- Các dụng cụ và thiết bị dùng để pha chế môi trường tại phòng thí 
nghiệm: 
- Đĩa petri nhựa vô trùng 
- Một số dụng cụ thủy tỉnh. 
- Các thiết bị: nổi hấp ướt, tủ sấy khô, máy khuấy từ có gia nhiệt, tủ cấy 
vô trùng, Micropipette các loại và đầu côn. 
c. Dụng cụ, uột tư mang đi hiện trường 
- Ống bơm tiêm 1ml, 3ml, ml] 
- Đĩa petri nhựa có chứa môi trường TCBS 
- Thùng cách nhiệt để ủ vi khuẩn 
- Micropipette và đầu côn 
- Que cấy thủy tỉnh 
- Côn 70% và côn 96%. 
II.9. Bố trí thí nghiệm 


Triển khai tại các Trại sản xuất Tôm giống huyện Ngọc Hiển - Tỉnh Cà 
Mau. 


Các bước tiến hành 


Bước 1: Chuẩn bị huyển phù vi khuẩn theo mật độ chuẩn của Mc. 
Farland, sau đó tiến hành đo mật độ quang bằng máy quang phổ kế ở bước sóng 
610 nm với các mật độ: 3 x 10” (OD = 0,292) và 3 x 108 (OD = 0,030). Tiếp đến từ 
nông độ chuẩn pha ra các nỗng độ 100 CEƯ/ml, 200 CEU/ml và 300 CEU/mI. 


Bước 9: Tìm sự tương ứng giữa kết quả của cách cấy trải và cách cấy 
tráng mẫu ở các thể tích mẫu khác nhau với cùng mật độ vi khuẩn: cấy trải với 
các thể tích là 0,05 ml và 0,1 ml]; được tiến hành song song với tráng mẫu ở các 
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thể tích 1ml, 2ml và 5 ml (đĩa petri thử nghiệm cho cả 2 cách có cùng kích thước 
và thể tích môi trường). 


Bước 3: Thử nghiệm để chọn thể tích mẫu cấy dàn và thể tích mẫu tráng 
đĩa thích hợp để tiến hành thực hiện ở hiện trường (số khuẩn lạc mọc trên mỗi 
đĩa < 300 khuẩn lạc/đĩa). 

II.3. Phương pháp nghiên cứu 


Áp dụng phương pháp Mc. Farland để chuẩn bị huyền phù vi khuẩn ở các 
mật độ 100 CFU/ ml, 200 CFU/ml và 300 CFEU /mI. 


Áp dụng phương pháp nghiên cứu vi khuẩn của Hausler (1972) cải tiến từ 
các tác giả Reed and Reed (1948), Barraud và ctv. (1967), .. để xác định mật độ 
vi khuẩn trong 1ml mẫu bằng cách cấy dàn đều trên mặt môi trường thạch. 


Mỗi thể tích mẫu được thực hiện trên 25 đĩa với cả 2 cách cấy tráng và 
cấy dàn. 


Đếm số khuẩn lạc hiện diện trên bề mặt môi trường trong cả 2 trường 
hợp trên sau thời gian ủ 18-24 giờ. 


œ. Cấy bằng cách trứng mẫu 


Hút lần lượt từng thể tích 1 ml, 2 ml hoặc 5 ml mẫu cho vào mỗi đĩa petri có 
chứa môi trường TCBS bằng cách tráng đều trên bể mặt thạch, sau đó hút hết 
lượng mẫu thừa đã dùng để tráng đều khắp mặt thạch. 


b. Mẫu cấy dàn đều 

Hút lần lượt từng thể tích 0,05 ml và 0,10 ml cho vào mỗi đĩa, dùng que cấy thủy 
tỉnh trải đều mẫu nước cho đến khô. 

II. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

III.1. Kết quả cấy tráng và trải trong phòng thí nghiệm 


Kết quả thử nghiệm với mẫu cấy trải và mẫu cấy tráng ghi nhận được kết 
quả như sau (bảng 1.21): 


+ Đối với mẫu cấy trải là 0,05 ml và 0,10 mi: 


Thể tích mẫu cấy trải này ở mật độ 100 CEU/ml, số khuẩn lạc mọc trên 
đĩa thạch quá ít (0,33 + 0,64 và 0,86 + 1,20) CFU/ đĩa). Theo Hausler (1972), số 
khuẩn lạc mọc trên mỗi đĩa nên chọn trong khoảng 30-300 khuẩn lạc. 


+ Đối với mẫu cấy tráng là 1ml và 2ml: 


* Thể tích mẫu tráng này ở mật độ vi khuẩn 100CFU/ml, khuẩn lạc mọc 
lan không đếm được. 


* Với thể tích mẫu tráng là 5 ml khuẩn lạc mọc đều hơn. 
Vì vậy với thể tích mẫu này ở mật độ 100 CFU/ mì không thể áp dụng 


để so sánh kết quả giữa cách cấy trải và cách tráng mẫu, tuy nhiên chúng tôi 
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cũng ghi nhận được với thể tích mẫu cấy tráng là 5 ml thì khuẩn lạc mọc phân 

bố tương đối đều hơn trên bề mặt thạch. 

Bảng 26: Kết quả thử nghiệm trong phòng thí nghiệm với mật độ 100 
CFU/ml ở các thể tích mẫu tráng là 1 ml, 2 mÌ và ð ml 


Cấy trải Tráng mẫu 


Số 
0,05 mì] 0,10 m] 1 ml 2 ml 5 ml 

1 0 0 2 2 33 
2 1 1 1 18 
3 0 0 21 10 
4 0 0 w bà 10 
5 0 3 : : 3 
6 1 1 lì bà 2 
7 =0 0 * ủ 5 
8 &- 1 v # 5 
9 2 2 „ & 4 
10 0 0 „ b 12 
11 0 0 * ,: 7 
12 1 1 ` _ 6 
18 2 2 : - 3 
14 0 0 W : 5 
15 0 0 b “ + 
16 0 0 * sà v 
17 0 2 k , là 
18 0 0 * * * 
19 0 2 E + bự 
20 0 0 vi bỏ k 
21 0 0 _ bì & 
22 0 4 . k k 
23 0 2 bẻ B về 
24 0 0 k “ s 


Trung bình 0,33 + 0,64 0,86+1,2 2,00 +0 8,00 + 11,5 8,43+7,9 
Ghi chú: (*) mọc lan không đếm được. 


+ Thử nghiệm cách trải mẫu ở các mật độ vi khuẩn: 100 CEƯ/ml, 
200CFU/ml; 300 CFU/mi: 


Để chọn được mật độ vi khuẩn cho thí nghiệm chúng tôi tiến hành cấy 
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trải và tráng mẫu ở 3 mật độ vi khuẩn khác nhau: 100 CFƯ/ml, 200 CFU/ml và 
300 CEFƯ/ml cùng lúc. Được kết quả như sau (bảng 27, bảng 28 và bảng 29) 


Bảng 27: Kết quả tổng số Vibrio spp. thu được ở mật độ 100 CEƯ/ml với 
các thể tích mẫu khác nhau 


Số TT Trải mẫu Tráng mẫu 
0,05 m] 0,10 m] ð mì 
1 0 2 3 
2 2 2 7 
3 0 0 1 
4 0 2 5 
5 0 0 1 
6 1 2 3 
7 2 4 25 
8 0 0 2 
9 0 0 3 
10 2 3 18 
0,70 + 0,95 1,50 + 1,40 1,30 + 1,30 


Bảng 28: Kết quả tổng số Vibrio spp. thu được ở mật độ 200 CFUƯ/ml với 
các thể tích mẫu khác nhau 


Số TT Trải mẫu Tráng mẫu 
0,05m] 0,10m] 5ð ml 
1 2 0 
2 0 3 1 
3 0 tị 1 
4 4 5 R) 
5 2 4 2 
6 R) 3 2 
tị 0 Bì 1 
8 1 2 1 
9 1 1 2 
10 1 5 40 
1,30+ 1,30 3,50 + 1,80 5,30 + 12,20 
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Bảng 29: Kết quả tổng số Vibrio spp. thu được ở mật độ 300 CEU/ml với 
các thể tích mẫu khác nhau 


Số TT Trải mẫu Tráng mẫu 
0,05m] 0,10m] 5ð mÌl 
1 3 4 . lì 
2 9 6 11 
bộ 1 1 10 
4 3 10 27 
5 0 5 26 
6 4 5 30 
7 1 h) 30 
8 0 ` 4 30 
9 1 4 29 
10 1ỗ 12 20 
3,00 + 4,40 5,40 + 3,30 21,00 + 10,50 


Từ kết quả bảng 27, bảng 28 và bảng 29 cho thấy thể tích mẫu tráng là 
Bðml ở mật độ 300 CFU/ml, khuẩn lạc mọc phân bố tương đối đều trên bề mặt 
thạch. Vì vậy chúng tôi chọn mật độ tế bào vi khuẩn 300 CFU/ml để thử trong 
phòng thí nghiệm. 

+ Kết quả thử nghiệm cấy trải và tráng mẫu với mật độ vi khuẩn là 300 
CFU/ml (bảng 7): 

Bảng trên cho thấy chỉ một số ít đĩa tráng với thể tích mẫu 5ð ml bị mọc 
lan và cấy trải ở 0,05m] có 1 số đĩa không mọc. Tuy nhiên khi tính ra số CFUƯ/ml 
thì thể tích cấy trải là 0,05 ml và 0,10m] có số khuẩn lạc tương đối gần với mật 
độ 300 CEU/mil: 11,5 + 11,6 và 20,4 + 20,5 CEFƯ/ml]. 

Từ kết quả trên chúng tôi chọn thể tích mẫu cấy dàn là 0,10 ml và thể 
tích mẫu tráng là 5 m] để thực hiện ở hiện trường. 

Bảng 30: Kết quả cấy trải và tráng mẫu ở mật độ 300 CFU/ml 


Số TT Cấy trải Tráng 
0,05 ml 0,10 m] 5 mÌ 
1 0 4 30 
h, 0 2 29 
3 0 1 10 
4 18 26 27 
5 6 10 26 
6 2 3 30 
7 18 45 18 
8 10 353 30 
9 8 8 11 
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10 2 5 20 
11 1 4 27 
12 6 12 30 
13 7 17 18 
14 9 12 20 
1ỗ 1 4 30 
16 7 5 27 
17 2 5 18 
18 28 42 20 
19 16 16 1 
20 44 84 18 
21 21 57 : 
22 16 24 : 
23 20 29 ` 
24 37 43 k 
25 6 6 Ị 
26 24 bài - 
Trung bình 11,5 + 11,6 20,4 + 20,5 22,0+ 8,1 


Ghi chú: (*) mọc lan không đếm được 


HL2. Kết quả thử nghiệm ở hiện trường 
Bảng 31: Kết quả thử nghiệm ở hiện trường với thể tích mẫu cấy 0,1 ml 
và thể tích mẫu tráng ð m] 


Mẫu 1 Mẫu 9 Mẫu 3 
bà cn A h cài Bị mÙ) qŒ) Poện, ci q) hoen! _ Tế () 
CFUml)  CEFU (CFUml) CEU (CFUml  CEU 
1 1050 432 243 1240 ð60 2/21 2160 600 3,60 
D) 1810 380 4/76 1240 430 2,88 — 1240 560 2,21 
3 1150 623 1,84 1200 350 3,42 1240 430 2,88 
4 690 400 1,72 1650 622 2,65 1200 350 3,42 
5 1200 346 — 3,46 1870 563 3,32 1650 622 3,65 
6 540 366 — 1A7 1720 4600 3,73 1870 563 3,32 
7 930 342 — 2/71 1880 855 2,19 1720 460 — 3,73 
8 1250 990 126 — 1120 429 2/55 — 1880 855 2/19 
9 630 432 — 145 1190 4l6 286 2050 620 3,30 


Trung bình: 1027/77 47900 234 1456/67 520,55 2/86 1.667,77 562/22 3,03 
5D: 391,49 209,62 1,1ỗ 316,42 15238 053 36437 14449 0,57 


Ghi chú: (1): Hệ số tương quan giữa 0,1 ml (cấy trải) và 5 ml (cấy tráng); (n): số lần lập lại. 
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Qua thử nghiệm ở hiện trường chúng tôi thu được kết quả bước đầu như 
sau (bảng 31): 

Tráng 5 mÌ mẫu ngoài hiện trường khuẩn lạc mọc đều hơn, có thể do 
trong mẫu nước bể ương có huyền phù của các chất lắng nên giúp tế bào vi khuẩn 
phân bố đều trên bề mặt thạch hơn, không bị mọc lan. 

III3. So sánh sự sai khác ý nghĩa về hệ số tương quan giữa mẫu cấy 
trải và mẫu cấy tráng 

Từ 3 mẫu nước bể ương ấu trùng (M1, M2 và M3) ghi nhận được hệ số 
tương quan giữa thể tích 0,1 ml (đối với mẫu cấy trải) và 5 ml (đối với mẫu cấy 
tráng) không có sự sai khác ý nghĩa (p > 0,05). 

Bảng 32: So sánh sự sai khác ý nghĩa về hệ số tương quan giữa mẫu cấy 
trải và mẫu cấy tráng 


Cặp yếu tố Giá trị N Saisế  P<0,05 
trung bình chuẩn 
(mean) (S.D) 


Hệ số tương quan giữa thể tích 0,1 ml] 
mẫu (cấy trải) và 5 ml mẫu (cấy tráng) 2,34 9 115 
giữa Mì (mẫu 1) và M; (mẫu 3) 3.038 0.57 0.36 


Hệ số tương quan giữa thể tích 0,1 m] 
mẫu (cấy trải) và 5 ml mẫu (cấy tráng) 2,34 9 1/15 
giữa M\ (mẫu 1) và M; (mẫu 3) 286 053 0.87 


Hệ số tương quan giữa thể tích 0,1 ml 
mẫu (cấy trải) và 5 mÌ mẫu (cấy tráng) 2,86 9 053 
giữa Mạ (mẫu 2) và Mạ (mẫu 3) 308 0.57 047 


Ghi chú: n : số lần lập lại, p : mức ý nghiã 
Do đó để xác định mật độ Vibrio spp./m] mẫu nước, có thể tính từ hệ số 
tương quan giữa thể tích mẫu: 0,1 mì mẫu cấy trải và 5 mÌ mẫu cấy tráng (số 
CEFU/ml của mẫu cấy trải chia cho số CFU của mẫu cấy tráng) như sau: 
Mật độ Vibrio spp. (CEU/ml) s AxBxd 
A: Số khuẩn lạc mọc trên đĩa thạch TCBS 


B: Hệ số tương quan giữa thể tích 0,1 ml mẫu cấy trải uà ð mÌ mẫu cấy 
trúng 

d: Hệ số pha loãng mẫu 

Từ kết quả trên, bước đầu có thể ứng dụng phương pháp này để xác định 
tương đối mật độ Vibrio spp. và mật độ nhóm Vibrio phát sáng khi sử dụng thể 
tích mẫu là 5 ml để cấy bằng cách tráng trên bề mặt thạch TCBS, ví dụ, mật độ 
Vibrio spp. trong một mÌ mẫu sẽ là:Ví dụ: (bảng 33). 


92 


+ Mẫu số 1, tráng öml mẫu nước ta được 545,90 khuẩn lạc (CFU), như vậy 
mật độ Vibrio /m]l của mẫu 1 là: 479,00 x 2,34 = 1.120,86 CFU/ml. Kết quả tính 
được từ 0,1 m] mẫu là 1.027,77 CFU/mI. 


+ Mẫu số 2, tráng 5ml mẫu nước ta được 883,60 khuẩn lạc (CFU), như vậy 
mật độ V¡iör¡o /mi của mẫu 2 là: 520,55 x 2,86 = 1.489 CFU/mIl. Kết quả tính 
được từ 0,1 ml mẫu là 1.456,67 CFU/ml. 


+ Mẫu số 3, tráng 5ml mẫu nước ta được 551,4 khuẩn lạc (CFU), như vậy 
mật độ V¡br¡o /ml của mẫu 3 là: 562,22 x 3,03 = 1.703 CFU/mIl. Kết quả tính 
được từ 0,1 ml mẫu là 1.667,77 CEU/mI]. 


So với thể tích mẫu cấy 0.1 ml khi nhân lên 10 để có số CFU/ml thì hai 
kết quả này chênh lệch không quá 10% (bảng 33). Do đó, có thể sử dụng hệ số 
này để xác định mật độ V¡ibrio spp. trong nước ương nuôi tôm sú một cách tương 
đối. Tuy nhiên đây chỉ là bước đầu thăm dò nên số lượng mẫu quá ít, vì thế nếu 
có điều kiện cần tiến hành thêm với lượng mẫu lớn hơn để có hệ số tương đối 
chính xác hơn. 


Bảng 33: Hệ số tương quan giữa mẫu cấy trải và mẫu cấy tráng tương 
ứng với thể tích mẫu là 0,1 ml và 5 m] 


Ký hiệu Trải 0,1 mÌ Tráng ð m] Hệ số tương Hệ số 
Mẫu (CFU/ m]) (CFU) quan giữa 0,1 tương quan 


(Trung bình +SD) (Trung bình + SD) mÌ và ð mÌ trung bình 


(Trung bình + SD) 


MI 1.027,77+391,49 479,00 + 209,62 2,34 + 1,15 
M2 1.456,67 + 316,42 520,55 + 152,38 2,86 + 0,53 2,75 + 0,88 
M3 1.667,77 + 364,37 562,22 + 144,49 3,03 + 0,57 


III4. Nhận xét về hiệu quả giữa hai phương pháp 
Bảng 34: Nhận xét hiệu quả giữa 2 phương pháp 


Phương pháp tráng đĩa trên Phương pháp MPN đổ đĩa trên 
môi trường TCBS môi trường Bỉo plate 

Có thể thực hiện ở hiện trường để Có thể thực hiện ở hiện trường để 
phát hiện nhanh mật độ ViÖr¡o spp. phát hiện nhanh mật độ V¡br¡io spp. 
hiện diện trong nước ương, nuôi tôm. hiện diện trong nước ương, nuôi tôm. 
Chỉ có thể phát hiện mật độ nhóm Có thể phát hiện các loài Vibrio gây 
Vibrio phát sáng và mật độ nhóm bệnh hư: V. pœarahoemolyticus, V. 
Vibrio spp. Uulutficus, V. harueyi. 


Thao tác đơn giản, dễ thực hiện hơn, Khi thực hiện bắt buộc phải có một số 

không đòi hỏi nhiều dụng cụ khi thực hiện. dụng cụ và đèn UV để phát hiện vi 
. khuẩn phát sáng. 

Nếu mật độ vi khuẩn quá lớn thì sẽ không Cần phải lưu ý đến việc pha loãng mẫu 

đếm được chính xác số lượng vi khuẩn hiện để có số giếng dương tính nhỏ hơn 84 

điện trong mẫu cân xác định. giếng. 
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IV. KẾT LUẬN 


Tùy điều kiện có được, có thể áp dụng một trong hai phương pháp (tráng 
đĩa trên môi trường thạch TCBS hoặc phương pháp MPN trên đĩa (đổ đĩa trên 
môi trường Bio piœte for Vibrio) để xác định mật độ nhóm VibÖrio ngay tại bể 
ương ấu trùng tôm sú hoặc tại các ao ương tôm giống, ao nuôi tôm thương phẩm. 

Quy trình thực hiện phương pháp tráng mẫu trên đĩa thạch TCBS và 
phương pháp MPN (Most Probly Number) trên môi trường Bio plate for V¡/brio) 

Mẫu nước 
(nguyên chất hay pha loãng) 


| 


Hút 5m] mẫu tráng đều trên mặt đĩa thạch TCBS, bỏ phần 
mẫu thừa. 


Ủ 300 C hoặc nhiệt độ phòng (18 —24 giờ) 


Đọc kết (đếm số khuẩn lạc mọc trên bể mặt đĩa thạch 


TCBS) 


Kiểm tra trong buồng tối hoặc dưới tia UV để phát hiện 
nhóm Vibrio phát sáng) 


Kết quả: 

Tổng số V¿brio spp. (CEFU/mÌl): A x 2,7ð x d 

A: số bhuẩn lạc mọc trên đĩa thạch TCBS 

9,75: hệ số tương quan giữa thể tích 0,1 mì mẫu cấy trải 0à 
ð mÌ mẫu cấy tráng 


d: hệ số pha loãng mẫu 
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Phần II 
HỆ THỐNG MỘT SỐ BỆNH THƯỜNG 


GẶP TRÊN TÔM SÚ (Penaeus monodon) 
VÀ BIỆN PHÁP PHÒNG TRỊ 
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A. HỆ THỐNG MỘT Số BỆNH THƯỜNG GẶP TRÊN TÔM BỐ MẸ Ở KHÁNH 
HÒA VÀ VŨNG TÀU 


I. ĐẶT VẤN ĐỀ 


Bên cạnh việc sản xuất tôm giống ở Việt Nam hiện nay các trại sản xuất 
tôm giống đang gặp một khó khăn lớn là sự thiếu hụt về số lượng và chất lượng 
của đàn tôm bố mẹ. Nguồn tôm mẹ bắt từ biển đang dần cạn kiệt, các công trình 
nghiên cứu nuôi vỗ đàn tôm bố mẹ vẫn còn gặp nhiều khó khăn do bệnh tôm xảy 
ra và gây chết nhiều trong các trại sản xuất giống tại Vũng Tàu và miền Trung 
Việt Nam. 


Trong các trại sản xuất tôm giống, ngoài các bệnh do vi khuẩn, virus, nấm 
và ký sinh trùng thường gặp trên tôm, bố mẹ. Hiện nay trên các đàn tôm bố mẹ 
xuất hiện những bệnh mới lạ chưa tìm ra được nguyên nhân chính đó là bệnh đỏ 
mang và đỏ thân trên tôm bố mẹ làm ảnh hưởng nghiêm trọng đến sản xuất 
giống. Việc tìm ra tác nhân gây bệnh có ý nghĩa rất lớn trong việc nâng cao 
năng suất trong các trại sản xuất tôm giống. 


Trong phần này chúng tôi tập trung nghiên cứu các nội dung sau: 
-NÑ ghiên cứu bệnh đỏ mang trên tôm bố mẹ. . 
- Bước đầu đề xuất phương pháp chẩn đoán cho loại bệnh này. 


- Từ các kết quả nghiên cứu, đưa ra cơ sở khoa học để xây dựng phương 
pháp phòng bệnh. 


Mục tiêu của nghiên cứu này: Nghiên cứu một cách có hệ thống bệnh đỏ 
mang, đỏ thân trên tôm bố mẹ và gây tác hại lớn trong các trại tôm giống, từ đó 
đã xuất phương pháp chẩn đoán và hướng phòng trị nhằm nâng cao hiệu quả sản 
xuất trong các trại giống và chất lượng tôm giống. 


II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 
I1. Địa điểm nghiên cứu 


- Địa điểm thu mẫu: các trại sản xuất tôm giống thuộc các tỉnh Miền 
Trung và Nam Bộ. 


- Địa điểm phân tích mẫu: phòng Bệnh Học Thủy Sản Viện NCNTTS II, 
Phòng Bệnh Học Trường Đại học Thủy sản và Phòng Bệnh Học TTNCTS III. 
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11.2. Phương pháp nghiên cứu 


Tôm mẹ bị đỏ mang, đỏ thân 
hoặc vẫn bình thường còn sống. 


Mẫu PCR (cố định mang 
trong côn 95-98%) 


Mẫu vi khuẩn 
(mang, gan tụy) 


Mẫu mô học (cố định 
mang, gan tụy và dạ 
dày bằng Davidson) 


Nghiên cứu phân lập Kiểm tra virus gây Kiểm tra vi 
vi khuẩn bệnh đốm trắng khuẩn, virus 


Phân tích, đánh giá tác 
nhân, bệnh lý 


H.3. Một số phương pháp nghiên cứu đã áp dụng 


° Phương pháp PCR (Polymerase chain reation) hai bước của Lo và cộng 
tác viên (1996) để kiểm tra sự nhiễm virus gây bệnh đốm trắng (WSSV) từ 
các mẫu tôm mẹ và mẫu ấu trùng. 


e_ Phương pháp mô học: Để nhận biết bệnh lý và tác nhân qua sự thay đổi 
tổ chức tế bào trong một số cơ quan như: mang, dạ dày, gan tụy, biểu bì 
dưới vỏ, cơ quan tạo máu và các tổ chức khác. 


e Phương pháp nghiên cứu và phân lập vi khuẩn ở động vật thủy sản của 
G. Frerich (1984), V. Musselins (1993) và phương pháp của Viện Quản 
lý Sức khỏe Động vật ở AAHRI - Thái Lan (1996). Để định danh vi 
khuẩn bằng các pháp ứng sinh hóa truyền thống kết hợp với Test API 
20-NE và dựa theo hệ thống phân loại vi khuẩn của Bergey (1974). 


« Dùng phương pháp gián tiếp của Kock Muroga (1987) để xác định số 
lượng vi khuẩn Viörio có trong nước, trên môi trường chọn lọc TCBS 
(Thiosulfat Citrate Bile Succrose Agar). 


Số lượng vi khuẩn được xác định theo công thức sau: 
_\ 
X= —x K(tbml) 
V 
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Trong đó: 


X: là số tế bào vi khuẩn/ml mẫu nghiên cứu 

A: là số khuẩn lạc trung bình có trên 1 đĩa nuôi cấy. 

V: là thể tích nước nghiên cứu nuôi cấy trong 1 đĩa lồng. 
K: là hệ số pha loãng. 


se Xác định một số yếu tố môi trường bằng các phương pháp thông thường: 


+ Xác định BOD bằng thiết bị Oxi-Top 

+ Xác định COD bằng Permangannat 

+ Xác định NH; đo bằng máy quang phổ kế CECIL 

+ Xác định DO bằng máy đo 6 yếu tố và bằng phương pháp Winkler 


II. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 


IHI.1. Kết quả bước đầu thăm dò tác nhân gây bệnh đỏ thân trên tôm bố 
mẹ nuôi tại Vũng Tàu 


Các dấu hiệu bệnh lý của bệnh đỏ mang và đỏ thân trên tôm sú bố mẹ: 
Mang, thân và các phần phụ của tôm chuyển sang màu đỏ, mức độ đỏ tùy 
từng con cũng như tùy mức độ biểu hiện bệnh nặng hay nhẹ. 

Một số. xuất hiện bệnh sau khi lột xác (vỏ còn rất mềm). 

Dấu hiệu mòn đuôi, chủy, chân bơi, chân bò và hoại tử các phần phụ luôn 
luôn xuất hiện. 

Tôm rất yếu, chân yếu, thường bơi nghiêng và nằm dưới đáy bể, thường 
bỏ ăn hoặc ăn rất yếu và cuối cùng xảy ra sự tử vong nhanh sau khi xuất 
hiện bệnh từ 1 - 3 ngày. Bệnh có khả năng lây lan lớn (ghi nhận thông 
tin từ các trại cho đẻ tôm mẹ). 


Kết quả xét nghiệm trên tôm mẹ được trình bày trong bảng 35. 


Bảng 35: Tỷ lệ nhiễm bệnh trên các mẫu tôm mẹ thu tại Vũng Tàu năm 


2001 và 2002 


Kết quả phân tích (số mẫu dương tính/mẫu xét nghiệm) 


Năm Loại Mô học PCR (WSSV) 
mẫu MBV WSSV YHCV 
Dịch 2/54 (3,70%) 47/54 (87,03%) 2/54 (3,70%) 31/52 
bệnh (59,61%). 
2001 Chọn cho 0/4 0/4 0/4 0/4 
sinh sản 
Dịch 2/15(138,33%) 13/15 (86,67%) 10/15 (66,67%) 12/21 
bệnh (57,14%) 
2002 Chọn cho 0/15 14/15 (93,33%) 1/34 (2,95%) 
sinh sản 
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Mẫu tôm bố mẹ được thu có trọng lượng từ 45 đến 150g. Số lân đẻ từ 0 - 7 
lần. Mẫu tôm bệnh có dấu hiệu bệnh đỏ thân và đỏ mang. Qua phân tích 113 
mẫu bằng phương pháp mô học và PCR cho thấy tỷ lệ nhiễm WSSV trên tôm 
bệnh khá cao (87%). Ngược lại, tỷ lệ nhiễm MBV thấp hoặc không đáng kể (3- 
13%). Tương tự, YHCV hiện diện với tỷ lệ thấp trong năm 2001 (3,75%). Tuy 
nhiên trong năm 2002, trong số tôm mẹ chọn chỉ sinh sản bị nhiễm MSSV rất 
thấp tuy nhiên tỷ lệ nhiễm YHCV khá cao (93,33%). 


II.2. Kết quả nghiên cứu bệnh đỏ mang, đỏ thân trên tôm bố mẹ tại 
Khánh Hòa 


IHII2.1. Kết quủ nghiên cứu uê bệnh đỏ mang, đỏ thân trên tòm bố mẹ 
năm 2001 

Trong các trại sản xuất tôm sú giống ở miễn Trung, bệnh đỏ mang, đỏ 
thân đã ảnh hưởng nhiều tới chất lượng, số lượng đàn tôm bố mẹ dùng cho sinh 
sản nhân tạo. Sau đây là một số kết quả điều tra nghiên cứu: 
IIL29.1.1. Kết quả điều tra uề bệnh đỏ mang, đỏ thân trên tôm bố mẹ 

Chúng tôi đã phỏng vấn trực tiếp cán bộ kỹ thuật của 171 trại giống ở 
Khánh Hòa theo biểu câu hỏi đã chuẩn bị sắn, số phiếu và khu vực điều tra thể 
hiện ở bảng 36. 
Bảng 36: Số phiếu và khu vực điều tra 


Đĩa Hiểm T. phố Huyện Huyện Tổng số trại 
k Nha Trang Vạn Ninh Cam Ranh giống điều tra 
Số trại giống đã điều tra 40 37 85 171/1019 


Như vậy, số trại điều tra đã chiếm 17% số trại hiện có ở Khánh Hòa, đồng 
thời đại diện cho những khu vưc tập trung nhiều trại giống ở tỉnh này. Điều này 
cho phép các số liệu điều tra có độ tin cậy nhất định. 


Nhận xét: Qua kết quả điều tra cho thấy bệnh đổ mang và đỏ thân ở tôm 
sú bố mẹ là một bệnh khá phổ biến trong các trại giống ở Khánh Hòa, có tới 
90,05% số trại được phỏng vấn đã trả lời có gặp bệnh này trong trại của mình (N 
= 171) và có 69,48% số trại (N = 154) cho rằng đây là một bệnh nguy hiểm. Tính 
chất nguy hiểm không phải chỉ thể hiện ở sự phổ biến, mà còn ở tác hại của 
bệnh này. Có 90% số trại giống (N = 152) cho rằng bệnh có thể gây chết từ rải 
rác tới hàng loạt. Bệnh có thể xảy ra quanh năm nhưng tập trung nhiễu hơn vào 
mùa mưa, chiếm 72,19% số trại được hỏi. Bệnh có thể xảy ra ở tất cả các kích cỡ 
khác nhau của tôm bố mẹ. 


Qua điều tra về phương pháp phòng trị đã được áp dụng ở các trại sản 
xuất cho thấy có thể dùng kháng sinh và hóa dược để phòng trị bệnh này nhưng 
hiệu quả không cao. Chỉ có 28/126 trường hợp (22,22%) trả lời rằng có hiệu quả 
khi dùng hóa dược kháng sinh để trị bệnh này thường hiệu quả trị bệnh thấp 
hoặc không có hiệu quả (98/126 trường hợp, chiếm 77,78%). Ngoài ra, đây là. 
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bệnh có khả năng lây lan, điểu này cũng đã được khẳng định có 100% số người 
trả lời đều khẳng định bệnh này rất hay lây lan (N = 19). 


Tóm lại: Từ kết quả điều tra, chúng ta đã có thể khẳng định rằng đây là 
một bệnh nguy hiểm và phổ biến trong các trại giống và rất có thể là bệnh 
truyền nhiễm. Kết quả điều tra này chính là cơ sở thực tế cho các định hướng 
nghiên cứu về bệnh này. 


HI2.1.2. Kết quả điều tra uề một số điều biện nuôi dưỡng, chăm sóc tôm bố mẹ 
trong các trợi giống 


Một số thông tin về điều kiện nuôi dưỡng chăm sóc đàn tôm bố mẹ trong 
các trại giống (N=171) đã được xử lý. Trong thời gian thu mẫu tôm mẹ bị bệnh 
đỏ mang, vào tháng 11/ 2000, chúng tôi đã thu mẫu nước từ 5 trại giống và phân 
tích một số chỉ tiêu kỹ thuật, môi trường của bể nuôi tôm mẹ. 


Nhận xét : Tôm mẹ dùng trong các trại giống ở Khánh Hòa có nguồn gốc 
từ biển hoặc từ đầm, chiếm 88,55 %. Tôm mẹ được nuôi trong nhiều loại dụng ở 
Si nhau: bể xi măng, thùng xốp hay các thạp đất. Thể tích khoảng từ 0,5 mŠ- 
5 mỶ, mỗi bể như vậy nuôi từ 2 - 5 con. Nước đưa vào bể tôm mẹ có thể xử lý 
bằng phương pháp cơ học hay kết hợp cơ học và hóa học. Chủ yếu dùng thức ăn 
sống (ốc ký cư) kết hợp thức ăn tươi (như mực), chiếm 91,67%. Thông thường 1 
con tôm mẹ được cho đẻ từ 2 - 4 lân (chiếm 72,79%), tuy vậy cũng có một số trại 
đã sử dụng tôm mẹ cho tới khi nó không còn đẻ nữa mới thôi (5-12 lần) chiếm 
27,21%. Đa phần các trại đã dùng những phương pháp cắt mắt có hạn chế sự 
chảy máu và nhiễm trùng (80,99%), nhưng cũng còn 19,05% số trại vẫn dùng 
những phương pháp gây chảy máu nhiều để cắt mắt tôm. Do vậy, sức khỏe của 
những con tôm này chắc chắn sẽ bị ảnh hưởng và mở đường cho mầm bệnh xâm 
nhập. 


Các yếu tố môi trường trong bể nuôi vỗ tôm mẹ luôn được quản lý khá tốt. 
Một số chỉ tiêu theo dõi như: pH; DO, COD, BOD, NH: tương đối thích hợp và 
khá ổn định. Tuy vậy nhiệt độ nước đo được trong tháng này (tháng 11) lại khá 
thấp (25-26°C) chưa thật thích hợp cho sự phát triển của tôm sú. Mặt khác, mặc 
dù nước nuôi đã được xử lý bằng chất sát trùng (như trại I, II,IV,V) nhưng do 
chủ yếu dùng thức ăn tươi sống nên trong nước bể nuôi đã tôn tại một lượng lớn 
vi khuẩn Vibrio nói riêng và vi khuẩn nói chung, có đợt kiểm tra, lượng vi khuẩn 
lên tới 10 tb/ml và Vibrio: 85.10°tb/ml. Các loại vi khuẩn này, khi có điều kiện 
có thể trực tiếp gây bệnh cho tôm mẹ. 


Như vậy, dù chưa trực tiếp nghiên cứu, nhưng thông qua điều tra chúng 
tôi cho rằng, để tăng cường sức khỏe tôm mẹ, giảm bệnh tật nói chung, bệnh đỏ 
mang nói riêng, cần có một số cải tiến như: Về mùa mưa (mùa bệnh đỏ mang 
thường xảy ra) cần tăng nhiệt độ nước bể nuôi, khi cho ăn thức ăn tươi cần tránh 
gây ô nhiễm nước, không nên cho tôm đẻ nhiều lần và lưu giữ tôm quá lâu trong 
trại, không nên áp dụng phương pháp cắt mắt gây chảy máu và gây nhiễm trùng. 
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III2.1.3. Kết quả nghiên cúu bệnh đỏ mang ở tôm mẹ 
a. Dấu hiệu bệnh lý 


Từ 33 con tôm mẹ, trong đó có 10 con bình thường và 23 con bị bệnh đỏ 
mang ở các mức độ khác nhau, chúng tôi đã quan sát được một số dấu hiệu của 
bệnh này như sau: 


Trường hợp bệnh nặng: Mang, chân bơi, chân bò và toàn thân có màu đỏ đặc 
trưng. Chân co cúm, vỏ có thể mềm, bỏ ăn, ruột rỗng, có thể kết hợp mòn cụt 
đuôi và chân bò. Tôm rất yếu, nằm nghiêng ở đáy bể và có thể chết nhanh (Hình 
36, 37 PB màu) 

Trường hợp bệnh nhẹ: Mang mất đi màu trắng ngà, chuyển sang màu 
hồng, các chân bơi có thể hơi đỏ. Tôm còn khá khỏe và nhanh nhẹn. Cũng có 
trường hợp thân tôm đã hơi đỏ nhưng trong ruột vẫn có thức ăn (Hình 38 PB 
màu). , 


b. Kết quả xét nghiệm bằng phương pháp mô học 


Những con tôm bệnh nặng thường có một số biến đổi trong tổ chức cơ thể 
so với tôm khỏe như sau: 

Mô mang, biểu mô dưới vỏ, gan tụy thể hiện sự hoại tử, đặc biệt biểu mô 
dưới vỏ, một số tế bào có nhân thoái hóa, tạo nên các ổ viêm (Hình 39 PB màu). 

Xuất hiện một dạng thể vùi nhỏ hình cầu hay hình bầu dục, nằm ngoài 
nhân, bắt màu tím hồng trong biểu mô dưới vỏ, dạ dày, gan tụy (Hình 40 PB 
màu). ` 

Trong cơ quan lympho và mô tạo máu cũng có thể vùi lớn, hình cầu và bắt 
màu hồng của Eosin rất rõ. 

Có một số con bệnh nặng tổn tại dạng thể vùi của WSSV trong dạ dày 
hay biểu mô dưới vỏ (Hình 41 PB màu). 

Một số con thể hiện sự tồn tại của các thể ẩn hình cầu bắt màu Eosin, 
trong nhân tế bào gan tụy phình to, dạng MBV nhưng cường độ nhiễm thấp ở 
mức (+) (Hình 42 PB màu). 
HII2.1.4. Những nghiên cứu bước đầu uề tác nhân gây bệnh 
a. Kết quả phân lập vi khuẩn 

Từ bệnh phẩm lấy từ máu, mang, gan tụy của những con tôm bệnh nặng, 
bệnh nhẹ và không bị bệnh, chúng tôi đưa vào nuôi cấy và phân lập được 30 
chủng vi khuẩn, kết quả thể hiện ở bảng 37: 
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Bảng 37: Kết quả phân lập vi khuẩn từ tôm mẹ bị đỏ mang 


Mức độ nặng Kết quả nuôi cấy trên môi Các chủng vi khuẩn đã phân 


nhẹ của tôm trường NA và TCBS lập và định danh được 


Tôm mẹ bị + Bệnh phẩm từ mang: Mọc nhiều. + Vibrio parahaemolyticus 


bệnh đỏ mang + Bệnh phẩm từ gan: Có mọc Tần số gặp: 9/ 30 chủng 
nặng (15 con) + Bệnh phẩm từ máu: Có mọc Gặp ở mang, gan, máu 


+ V. aiginoÌyHicus 
Tần số gặp: 9/30 chủng 
Gặp ở Mang, gan 
Tôm mẹ bị + Bệnh phẩm từ mang: Mọc nhiều + V. uưinificus 


bệnh nhẹ (8 + Bệnh phẩm từ gan: Có mọc, hoặc Tần số gặp: 3/30 chủng 
con) không mọc Gặp ở mang 

+ Bệnh phẩm từ máu: Có mọc hoặc + V. anguiliarưrn 

không mọc Tần số gặp: 3/30 chủng 

Gặp ở máu 

Tôm mẹ khỏe, + Bệnh phẩm từ mang: Có Mọc + V. cholerae 
chưa thể hiện + Bệnh phẩm từ gan: Có mọc, hoặc Tần số 3/ 30 chủng 
dấu hiệu bệnh không mọc Gặp ở mang 
(10 con) + Bệnh phẩm từ máu: Không mọc + V. mefschnikoudi.. 


__ Tần số 3/30 chủng 
Gặp ở mang 
b. Kết quả nghiên cứu tác nhân gây bệnh thông qua phân tích mô học uà PCR 


Vì khi tôm bệnh có dấu hiệu đỏ mang, đỏ thân, giống bệnh đỏ thân đốm 
trắng do virus (WSSV), do vậy cùng với phân tích mô học, chúng tôi cũng kết hợp 
kiểm tra sự có mặt của virus WSSV trên mẫu thu bằng phương pháp PCR. Kết 
quả thể hiện ở bảng 38. 


Bảng 38: Kết quả phân tích mô học và PCR. 


PT —— - NẾOgHApHAOGRHSĐME Nhan 
WSSV Có 8 con (24,2 %) xuất hiện thể vùi có Có 3 con nhiễm WSSV 
màu tím hồng, ở trong nhân của tế (9,09%) với cường độ cảm 
bào biểu mô dưới vỏ, dạ dày nhiễm từ (+) đến (++) 
MBV Có 17con (54,55%) có dấu hiệu nhiễm 
MBV, nhưng cường độ nhiễm nhẹ (+) 
HPV Có 3 con (9,09%) có dấu hiệu nhiễm 


HPV, cường độ nhẹ (+) 
Dạng thể Có 20 con (60,60%) bị bệnh thể hiện 
vùi lạ, sự tổn tại các thể vùi nhỏ, màu tím 
ngoài nhân hồng, nằm ngoài nhân ở các tế bào 
biểu mô dưới vỏ, gan tụy và dạ dày 
Vi khuẩn Thể hiện sự mờ đi, hoại tử của nhiều 
mô ở gan, mang, biểu mô dưới vỏ.... 


103 


Nhận xét: Qua kết quả ở bảng 37 cho thấy, từ tôm bệnh nặng, bệnh nhẹ 
và cả những con tôm chưa thể hiện dấu hiệu bệnh lý đều có thể phân lập được 
một số chủng vi khuẩn thuộc giống Vibrio, tuy vậy ở những con bệnh nặng, vi 
khuẩn không phải chỉ phân lập được từ mang và gan mà còn phân lập được từ 
máu tôm, trong đó Ý. parahgemolyticus có thể gặp ở nhiều tổ chức cơ quan khác 
nhau: mang, gan, máu. Do chưa làm thí nghiệm cảm nhiễm ngược, nên chưa thể 
khẳng định vai trò của vi khuẩn trong dịch bệnh này. 


Từ kết quả điểu tra đã nêu ở trên cho thấy bệnh này có thể lây lan 
nhanh và khi dùng kháng sinh, hóa dược để trị bệnh thì có 22,22% trường hợp 
trả lời có hiệu quả nếu phát hiện bệnh sớm, 77,78% trả lời không có kết quả 
hoặc kết quả thấp. Như vậy, có thể khẳng định rằng, sinh vật truyền nhiễm là 
tác nhân gây bệnh này và vi khuẩn có thể là một trong các tác nhân gây bệnh 
đỏ mang ở tôm mẹ. 


Kết quả ở bảng 38 cho thấy các loại virus MBV, WSSV, HPV không thể là 
tác nhân chính của bệnh này vì trong số 23 con bị bệnh, chỉ có 17 con có nhiễm 
MBV nhưng mức độ thấp (+), chỉ có 5 con có các thể vùi dạng HPV ở mức độ (+) 
và bằng phương pháp PCR chỉ tìm thấy WSSV ở 3 con bệnh. Như vậy, các tác 
nhân trên chỉ có tác dụng phối hợp với một loại tác nhân khác. 

Đa phần trong mô mang, biểu mô dưới vỏ của các con tôm bệnh nặng thường tôn 
tại một dạng thể vùi nhỏ, có thể đây là dấu tích của một loại tác nhân khác nữa 
tham gia gây bệnh này trên tôm bố mẹ, cần nghiên cứu tiếp theo. 


Tóm lại: Có nhiều loại tác nhân khác nhau đã được tìm thấy trên cơ thể 
những con tôm mẹ bị bệnh đỏ mang, nhưng chưa có tác nhân nào được xác nhận 
là chủ yếu, do vậy cần có những nghiên cứu tiếp theo để xác định loại tác nhân 
chính gây bệnh này. 


HI2:3. Kết quả nghiên cứu uê bệnh đỏ mang, đỏ thân trên tôm bố mẹ 
năm 2002 


IHII12.23.1. Dấu hiệu bệnh lý 


- Khi bệnh nhẹ, mang tôm có màu phớt hồng, có thể các chân bơi tôm 
cũng chuyển sang màu hồng nhưng tôm vẫn còn bắt môi và hoạt động bình 
thường. 


- Khi bệnh nặng, mang tôm chuyển sang màu đỏ, phần phụ và cả thân 
tôm cũng chuyển sang màu đỏ. Tôm yếu, bỏ ăn, có thể kèm theo mềm vỏ. Hoạt 
động của tôm bị bệnh không bình thường do các chân bơi bị co cúm, nên thường 
ít vận động và có thể chết rải rác, hay hàng loạt với các đàn tôm mẹ mới mua 
về. 

- Khi giải phẫu phần đầu ngực của tôm bệnh, chúng tôi nhận thấy một số 
đặc điểm như sau: 


- Mô gan tụy tôm bệnh chuyển từ màu nâu nhạt sang màu đỏ (hình 43 PB 
màu). 
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- Phần tâm của dạ dày (Cardiac Stomach) cũng chuyển màu đỏ, trong khi 
các con bệnh nhẹ và chưa bệnh có màu bình thường (hình 43 PB màu) 

- Khi kiểm tra mô học của một số con tôm mẹ bị bệnh cho thấy hiện 
tượng hoại tử rõ ràng của nhiều vùng biểu mô gan tụy với sự tập trung của các tế 
bào máu (hình 44 PB màu). 

HIL2.2.2. Tác nhân gây bệnh 

Trong năm 2002, chúng tôi đã phân tích kiểm tra 44 con tôm mẹ thu từ 
các trại giếng ở Khánh Hòa, Ninh Thuận, Đà Nẵng. Trong số này có 15 con bị đỏ 
mang và đỏ thân. Kết quả phân tích được trình bày trong bảng 39. 


Bảng 39: Các loại tác nhân gây bệnh được tìm thấy trên tôm mẹ bị đỏ 


mang (N = 1ã) 
STT Loại táeđnhân Phương pháp Mức độ nhiễm 
Số con bị nhiễm Tỷ lệ nhiễm (%) 
1 WSSV PCR 2 1,33 
2 Hoại tử gan Mô học 15 100,00 
bj MBV Mô học 5 33,30 


Bằng phương pháp phân tích PCR được thực hiện tại viện NCNTTS I, Bắc 
Ninh và Viện NCNTTS II Tp.HCM chỉ có 2 con bị nhiễm virus đốm trắng, chiếm 
13,3% số con bị bệnh đỏ mang. Như vậy, có thể nói bệnh đỏ mang ít liên quan 
đến virus đốm trắng. Tuy vậy, theo Isti koesharyani, Des Roza và các cộng sự 
(2001) cho rằng, 1 hiện tượng bệnh như vậy đã xảy ra ở tôm sú bố mẹ trong các 
trại giống ở Indonesia năm 1998 và kết quả phân tích cho thấy có liên quan đến 
virus đốm trắng. Đó là điểm khác biệt giữa kết quả nghiên cứu của chúng tôi so 
với tài liệu này. 


Trong 1ỗ con bị bệnh đỏ mang, hầu hết đều có dấu hiệu hoại tử gan tụy ít 
hay nhiều. Trên lát cắt mô học gan tụy tôm bệnh với thuốc nhuộm H & E cho 
thấy rõ ràng sự hoại tử của các biểu mô gan tụy, tạo nên những vùng mờ, rỗng 
cùng với sự hiện diện của số lượng lớn các tế bào máu (haemoecyte) xung quanh 
hay tại những nơi xảy ra hoại tử. Tại các phần mô nhiễm nhẹ, có hiện tượng 
hạch nhân bị phân tán. Trong năm 2001, chúng tôi đã phân lập được vi khuẩn 
Viörio spp. Từ gan tụy những con tôm bị bệnh. Ngoài ra theo các tác giả nước 
ngoài như Lightner (1996), Sindermann (1988), cho rằng gan tụy bị hoại tử còn 
có thể do vi khuẩn có kích thước nhỏ giống Rickettsia hay do chất độc tiết ra từ 
nấm Aspergillus có trong thức ăn. Tuy vậy, các tác giả này cho rằng, khi gan tụy 
bị hoại tử vì một lý do nào đó thì sắc tố caroten tích lũy trong mô gan tụy sẽ 
được phóng thích ra hệ tuần hoàn làm cho thân tôm và mang tôm chuyển sang 
màu đỏ. Khi gan tụy bị hoại tử càng nặng thì màu đỏ xuất hiện càng đậm và cuối 
cùng tôm sẽ chết. 


Như vậy, từ kết quả nghiên cứu và tham khảo các tài liệu, chúng tôi cho 
rằng: Tôm sú mẹ bị đỏ mang, đỏ thân và chết là do hiện tượng hoại tử gan tụy. 
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Nguyên nhân gây hoại tử gan tụy có thể do vi khuẩn Vibr¡o spp., Riekettsia, do 
độc tố hay do 1 loại virus nào đó. 


III.2.3. Kết quả phân tích mẫu tôm mẹ có nguôn gốc khúc nhau 


Các tôm bố mẹ được trình bày trong bảng 40 và 41 có nguồn gốc khác 
nhau. Hầu hết các mẫu này có biểu hiện bên ngoài bình thường. Không ghi nhận 
dấu hiệu bệnh lý bên ngoài. Kết quả xét nghiệm bằng phương pháp PCR và mô 
học được trình bày trong bảng 40 và 41. 


Bảng 40: Kết quả thu và phân tích mẫu tôm bố mẹ năm 2001 


Phương pháp phân tích Mô học Phương pháp 
Nguồn — 
gấa MBV WSSV YHCV WSSV 
Sốmẫu Tỷ lệ Sốmẫu Tỷ lệ Sốmẫu Tỷ lệ Sốmẫu Tỷ 
(+)⁄(-) % (+)/(-) % (+)⁄(-) % (+)/() lệ % 
Philippine 0/4 0 0⁄4 0 Không phân tích 0/4 0 
Singapore 0/8 0 3/8 37,5 0/8 0 2/8 25 
Úc 0/5 0 0/5 0 0/5. 0 0/5 0 
Không rõ 3/63 3,17 5/63 7,9 2/46 4.3 3/63 4,8 


nguồn gốc 
Tổng số 3/80 3.75 8/80 10 2/51 3.92 5/75 6.66 
mâu 


Bảng 41: Rết quả thu và phân tích mẫu tôm bố mẹ năm 2002 


Phương pháp phân tích Mô học Phương pháp 
PCR 
Nguồn gốc MBV WSSV YHCV WSSV 


Sốmẫu Tỷlệ Sốmẫu Tỷlệ Sốmẫu Tỷlệ Sốmẫu Tỷ 
(+)/(-) % (+)/(-) % (+)/(-) %_— (+t/() lệ % 


Malaysia 1/30 3,3 0/30 0 19/30 63,3 830 26,6 
Philippine 0/11 0 1/11 9,1 0/11 0 0/11 0 
Singapore 7/111 6,3 8/111 73 43/111 38,7 10/111 9 
Úc 2/124 0,026 0/124 0 75/124 60,5 6/124 4,8 
Myanmar 0/20 0 0/20 0 11/20 55 0/20 0 
Hawai 0/4 0 0/4 0 1/4 25 0⁄4 0 
Không rõ nguồn 0/15 0 1/15 6,6 1/15 6,6 0/15 0 
gốc 


Tổng số mẫu 9/315 285 10/315 3,17 150/3lã 47,61 24/315 7,62 


Qua kết quả phân tích ở bảng 40 và 41 cho thấy tỷ lệ nhiễm MBV trên 
tôm bố mẹ là rất thấp (2-3%). Tỷ lệ nhiễm WSSV không quá 10%. Có lẽ đây là 
các con giống nhập khẩu nên đã được kiểm tra trước khi xuất. Tỷ lệ nhiễm 
YHCYV trong năm 2001 cũng khá thấp (3,92%). Tuy nhiên trong năm 2002, chúng 
tôi ghi nhận trường hợp nhiễm YHCV trên tôm bố mẹ khá cao (47-61%). 
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* Số lượng VK Vibrio trong ruột tôm mẹ 


Theo điều tra, có 22,3 % số trại được hỏi (N =139) cho rằng chất lượng 
tôm mẹ có liên quan tới bệnh đục thân, và14,ð6 % (N =158) cho rằng có liên 
quan tới bệnh phát sáng. Do vậy, ruột và các sản phẩm từ ruột tôm mẹ được đưa 
vào kiểm tra nghiên cứu. 


Nhận xét: Trong ruột của tôm mẹ luôn có một lượng không nhỏ vi khuẩn 
Vibrio, số lượng này rất khác nhau theo từng con tôm, dao động từ: 0,193. 10Ê - 
65.10” tế bào/ ruột tôm mẹ. Trong đó, số lượng vi khuẩn Vibrio có khả năng gây 
bệnh phát sáng chiếm từ: 0,89 - 15%. Vi khuẩn này có thể theo phân tôm mẹ 
xâm nhập vào môi trường ương ấp ấu trùng tôm. Do vậy nếu chỉ tắm tôm mẹ 
bằng hóa dược và kháng sinh, thì chưa có tác dụng triệt để trong việc phòng 
bệnh vi khuẩn cho ấu trùng tôm, cần áp dụng thêm thao tác vớt tôm mẹ ngay 
sau khi đẻ hết trứng, rửa trứng hoặc Nauplius bằng hóa dược như Formol. 


Bảng 42: Số lượng vi khuẩn Vibrio trong ruột tôm mẹ 


Trọng lượng Số lượng vi khuẩn Số lượng vi khuẩn Vibrio có 


STT tôm mẹ NC Vibrio có trong ruột _ khuẩn lạc màu xanh trên TCBS 


(gam) tôm mẹ (tb/ ruột) TB/ ruột % so với Vibrio 
1 190 0,193, 10 0,014.108 7.25 
2 230 14,2. 108 0,32. 108 2,25 
3 250 23,4. 108 0,21. 10° 0,89 
4 200 52,B.108 6,30. 108 12,00 
5 150 23.0 108 1,95.10° 8,50 
6 180 425. 108 63,80. 108 15,00 
7 240 65,0. 108 5,85. 108 9,00 


* Số lượng vi khuẩn V¿brio của nước biển ven bờ 


Theo điều tra ở phần trên, có tới 58,99% số trại (N =139) cho rằng con 
nước thủy triều, hay nói đúng hơn là chất lượng nước biển có liên quan rõ ràng 
tới bệnh đục thân, ở bệnh phát sáng, con số này là 77,22% (N =158). Để khẳng 
định điều này, chúng tôi có kiểm tra số lượng vi khuẩn V/bzrio trong nước biển 
ven bờ tại Khánh Hòa ở 2 khu vực: Hòn Chồng và Cửa Bé. 


Qua số liệu thu được cho thấy, nước biển ven bờ, là nơi lấy nước vào các 
trại sản xuất giống luôn tổn tại 1 lượng vi khuẩn Vibzrio, số lượng này thay đổi 
tùy theo điều kiện khí hậu thủy văn, khu vực khác nhau. Nước biển ven bờ ở 
khu vực Cửa Bé luôn có số lượng vi khuẩn lớn hơn khu vực Hòn Chồng khi thu 
mẫu ở cùng thời điểm. Mỗi khi biển động do gió mùa hay do bão, số lượng vi 
khuẩn tăng lên rất nhiều so với khi biển yên tĩnh. Khi nước triều thấp, số lượng 
vi khuẩn V¿brio cao hơn khi nước triểu cao. 

Từ kết quả này đã phần nào giải thích ý kiến của những người nuôi tôm 
cho rằng bệnh phát sáng, đục thân liên quan rất lớn tới chất lượng con nước thủy 
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triểu và để góp phần vào việc phòng bệnh trong các trại giống chúng tôi cho 
rằng, cần chọn vị trí xây dựng trại, tránh lấy nước vào bể trong những ngày biển 
động, chọn thời điểm nước triều cao nhất trong ngày để lấy nước. 


IV. KẾT LUẬN 


- Dấu hiệu chính: Tôm mẹ bị bệnh này thể hiện sự chuyển màu hồng đến 
đỏ của các phân phụ, của cơ thể, của mang. Khi bệnh nặng chân bơi co cúm, bơi 
lội yếu ớt, bỏ ăn và chết kèm theo hiện tượng hoại tử của biểu mô gan tụy. 

- Tác nhân gây bệnh: Do gan tụy hoại tử nên lượng caroten tích lũy trong 
gan tụy được phóng thích theo đường máu làm cơ thể và mang tôm chuyển màu 
hồng đến đỏ. Gan tụy của tôm mẹ có thể hoại tử do: Nhiễm khuẩn (Vibr¡io spp.), 
do Rickettsia, do một loại virus nào đó hay do tính độc của các loại hóa chất 
phòng trị bệnh đang được lạm dụng trong các trại giống. 


B. HỆ THỐNG MỘT SỐ BỆNH THƯỜNG GẶP TRÊN ẤU TRÙNG TÔM SÚ 
TẠI KHÁNH HÒA VÀ CÁC TỈNH PHÍA NAM 


I. ĐẶT VẤN ĐỀ 


Trong các trại sản xuất tôm giống, ấu trùng tôm có thể bị nhiễm nhiều 
loại mầm bệnh khác nhau. Mầm bệnh này có thể gây bệnh ngay trong trại 
giống, cũng có thể tiểm ẩn để gây bệnh trong ao nuôi thương phẩm. Trong các 
trại giống, ngoài các bệnh đã được nghiên cứu như bệnh do nguyên sinh động vật 
(Protozoa), bệnh phát sáng do vi khuẩn thuộc giống V¡bz¡o, bệnh MBV (Monodon 
Baculouirus)... hiện nay còn xuất hiện một số bệnh mới ảnh hưởng đến số lượng, 
chất lượng đàn tôm ấu trùng. 

Trong phần này chúng tôi tập trung nghiên cứu các nội dung sau: 

- Nghiên cứu bệnh phát sáng, bệnh đục thân trên tôm ấu trùng tôm sú. 

- Bước đầu đề xuất phương pháp chẩn đoán cho từng bệnh. 

- So sánh tỷ lệ nhiễm mầm bệnh WSSV trên các mẫu Postlarvae ở các 
thời điểm và địa phương khác nhau. 

- Từ các kết quả nghiên cứu, đưa ra cơ sở khoa học để xây dựng phương 
pháp phòng bệnh. 

Mục tiêu của nghiên cứu này là nghiên cứu một cách có hệ thống một số 
bệnh thường gặp và gây tác hại lớn trong các trại tôm giống, từ đó để xuất 
phương pháp chẩn đoán và hướng phòng trị nhằm nâng cao hiệu quả sản xuất 
trong các trại giống và chất lượng tôm giống. 

H. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 
II.1. Địa điểm nghiên cứu 


- Địa điểm thu mẫu: các trại sản xuất tôm giống thuộc các tỉnh Miễn 
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Trung và Nam Bộ. 


- Địa điểm phân tích mẫu: phòng Bệnh Học Thủy Sản Viện NCNTTS II, 
Phòng Bệnh Học Trường Đại học Thủy sản và Phòng Bệnh Học TTNCTS III. 


LI.2. Phương pháp nghiên cứu 


Tôm ấu trùng được thu trực tiếp từ các trại giống. Khi bể tôm xuất hiện 
bệnh lý, thu khoảng 200 con, giữ mẫu sống đem về phòng thí nghiệm. 


Quá trình xử lý mẫu và phân tích mẫu được thực hiện theo mô hình sau: 


Trại sản xuất tôm giống 


Thu mẫu đục thân Thu mẫu phát sáng Thu mẫu nước từ bể ấu 
250 con / bể bệnh (100 con/ bể bệnh) trùng bị bệnh 


Cố định = Cố định Phân lập Quan sát Kiểm tra một 
cồn 98% bằng vi khuẩn mẫu ép số chỉ tiêu về 
cho PCR Davidson (50 con) tươi môi urường: 


để tìm cho NC mô (50 con) DO; NHạ-N ; 
WSSV học số lượng VK 
(50con) (B0 con) 


II.2.1. Thu mẫu ấu trùng uà mẫu nước theo từng giai đoạn phát triển của 
1 chu hỳ ương ấp 


Liên hệ với một số trại giống, để đến thu mẫu định kỳ trong 1 chu kỳ 
ương ấp ấu trùng của trại. Thực hiện theo mô hình sau: 
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Trại sản xuất 
tôm giống 


Thu mẫu nước bể Thu mẫu nước ở các giai Thu mẫu tôm ở các giai 
chứa đoạn: Zoae, Mysis, đoạn PT: Zoae, Mysis, 
Postlarvae Postlarvae 


Xác định số lượng vi Cố định trong cồn Phân lập vi khuẩn 
khuẩn Vibrio 98% cho PCR tìm từ mẫu ấu trùng 
WSSV 


Phân tích và đánh 
giá kết quả 


HI3.2. Một số phương pháp nghiên cứu đã ớp dụng 
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Phương pháp PCR (Polymerase chain reation) hai bước của Lo và cộng tác 
viên (1996) để kiểm tra sự nhiễm virus gây bệnh đốm trắng (WSSV) từ 
các mẫu tôm mẹ và mẫu ấu trùng. 


Phương pháp mô học: Để nhận biết bệnh lý và tác nhân qua sự thay đổi 
tổ chức tế bào trong một số cơ quan như: mang, dạ dày, gan tụy, biểu bì 
dưới vỏ, cơ quan tạo máu và các tổ chức khác. 


Phương pháp nghiên cứu và phân lập vi khuẩn ở động vật thủy sản của G. 
Frerich (1984), V.  Musselins (1993) và phương pháp của Viện Quản lý 
Sức khỏe Động vật ở AAHRI - Thái Lan (1996). Để định danh vi khuẩn 
bằng các pháp ứng sinh hóa truyền thống kết hợp với Test API 20-NE và 
dựa theo hệ thống phân loại vi khuẩn của Bergey (1974). 


Dùng phương pháp gián tiếp của Kock Muroga (1987) để xác định số 
lượng -vi khuẩn V¡ibrio có trong nước, trên môi trường chọn lọc TCBS 
(Thiosulfat Citrate Bile Succrose Agar). 


Số lượng vi khuẩn được xác định theo công thức sau: 
A 
X= —x K(tbmni) 
V 


Trong đó: 
X: là số tế bào vi khuẩn/m] mẫu nghiên cứu 
A: là số khuẩn lạc trung bình có trên 1 đĩa nuôi cấy. 
V: là thể tích nước nghiên cứu nuôi cấy trong 1 đĩa lông. 
K: là hệ số pha loãng. 
e Xác định một số yếu tố môi trường bằng các phương pháp thông thường: 
+ Xác định BOD bằng thiết bị Oxi-Top 
+ Xác định COD bằng Permangannat 
+ Xác định NHạ đo bằng máy quang phổ kế CECIL 
+ Xác định DO bằng máy đo 6 yếu tố và bằng phương pháp Winkler. 


II. KẾT QUÁ VÀ THẢO LUẬN 
IH.1. Kết quả nghiên cứu bệnh đục thân ở ấu trùng tôm tại Khánh Hòa 
IHI1.1. Kết quả điêu tra uê bệnh đục thân ở tôm ấu trùng 


- Cũng từ 171 phiếu điều tra như đã nói ở phần trên, chúng tôi có một số 
thông tin về bệnh đục thân. 


Nhận xét: Qua kết quả điều tra, chúng tôi cho rằng bệnh đục thân ở ấu 
trùng tôm sú là một bệnh rất phổ biến, có tới 143/171 trại trả lời thường gặp 
bệnh này, chiếm 83,6% và có 83,22% người cho rằng đây là bệnh nguy hiểm. 
Bệnh thường xảy ra quanh năm nhưng tập trung nhiều vào mùa khô, có thể xảy 
ra từ giai đoạn Mysis, nhưng thường gặp ở giai đoạn Postlarvae (chiếm 90,14 % 
với N=142). Có 95,8% số người trả lời (N=143) cho rằng bệnh này có thể gây ra 
hiện tượng chết rải rác tới hàng loạt. Đặc biệt có 93,7% (N =143) trả lời rằng, 
bệnh này xảy ra có quan hệ mật thiết tới một số yếu tố kỹ thuật và môi trường 
như: Phụ thuộc vào con nước thủy triều (58,99%), chất lượng tôm mẹ và con nước 
thủy triều (14,39%) và một số yếu tố quản lý (20,86%). Trong thực tế, người nuôi 
thường dùng kháng sinh các loại để trị bệnh này (chiếm 84,75%) nhưng hiệu quả 
không cao, chỉ có 13 trại (11,02%) trại trả lời rằng trị bệnh có hiệu quả, trong 
khi có tới 70 trại (59,32%) trả lời không hoặc ít có kết quả. Mặt khác, đa phần 
các trại khẳng định khả năng lây lan rất mạnh của bệnh này. 


Tóm lại: Bệnh đục thân ở ấu trùng tôm sú là một bệnh nguy hiểm, do 
tính phổ biến và khả năng gây chết của nó. Do bệnh này có khả năng lây lan và 
có thể dùng kháng sinh và hóa dược để trị dù hiệu quả rất thấp, điều đó cho ta 
thấy tác nhân gây bệnh này cũng có thể là tác nhân sinh vật truyền nhiễm. 


LHII.1.2. Một số nghiên cứu uê bệnh đục thân trong năm 2001 
g. Dấu hiệu bệnh lý 


- Ấu trùng bị bệnh thể hiện giải trắng đục từ phân đầu ngực kéo dài đến 
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mặt lưng của đốt bụng thứ 3. 


- Xuất hiện điểm trắng ở phần đầu ngực hay ở một đốt bụng bất kỳ, tại 
đó, mô teo, thắt lại, có trường hợp bị hoại tử làm ấu trùng có trạng thái cong 
gập, khi chết cơ thể đứt làm đôi. 

- Ấu trùng thể hiện sức khỏe yếu, bơi lội chậm chạp, bỏ ăn. 

- Có thể chết rải rác tới hàng loạt 

Như vậy có thể có hai loại bệnh đục thân khác nhau: 

- Loại thứ nhất : Thể hiện sự trắng đục và hoại tử của gan tụy và ruột 
giữa, tạo ra điểm trắng ở vùng đầu ngực hoặc một dải trắng từ đầu ngực kéo đến 
mặt lưng của phần bụng, loại này có thể gây chết hàng loạt. 

- Loại thứ 2: Xuất hiện màu trắng đục ở đốt bụng nào đó, gây teo, thắt lại 
làm tôm cong gập, gẫy đôi khi chết, thường chết rải rác. 

- Mô gan tụy thể hiện sự hoại tử, hóa địch. Một số nhân tế bào phình to, 
rất dễ phân biệt với các phần mô bình thường đã bắt màu xanh của của thuốc 
nhuộm (Hình 45 PB màu). 

- Liên kết tế bào trong tổ chức mô không chặt chẽ, chỉ cần ép nhẹ mô đã 
nát, dịch chảy ra xung quanh. 

- Ở độ phóng đại > 400 X, từ mô gan tụy ép tươi có thể nhận biết rất rõ 
từng đám hạt hình cầu nhỏ, có khả năng chiết quang, kích thước đồng nhất, 
giống các bào tử nhỏ- Microsporidia. (Hình 46 PB màu). 

- Có một số con có nhiễm MBV ở mức độ (+) - (++) 

- Các tế bào gan tụy và ruột trước và dạ dày thể hiện sự hoại tử, mô rỗng, 
mờ đi, tại đó có sự hiện diện của vi khuẩn. 

- Ở nhiều mô gan tụy của những con tôm bị bệnh tôn tại một đạng thể vùi 
có màu hồng nhạt, kích thước và hình dạng to nhỏ không đồng nhất tùy theo 
mức độ phình to của nhân tế bào bị nhiễm, rất giống dạng thẻ vùi của BMN 
(Baculoutrdl Midgut Necrosis) 

- Một số con có nhiễm thể ẩn hình cầu, bắt màu Eosin rất rõ, dạng MBV 
trong mô gan tụy. 

Như vậy, trên mô ép tươi hay trên lát cắt có nhuộm H và E thể hiện sự 
hoại tử đữ đội của các tổ chức như: Gan tụy, dạ dày, ruột, cơ và sự tổn tại của các 
loại mầm bệnh khác nhau: Virus MBV, BMN, vi khuẩn và đặc biệt là sự có mặt 
của các hạt dạng bào tử nhỏ - tác nhân này rất phổ biến trên mô ép tươi của 
những con tôm bị bệnh. 

b. Kết quả phân lập ui khuẩn từ ấu trùng bị bệnh đục thân 


Có một số người cho rằng có thể dùng kháng sinh để trị bệnh này, nên vi 
khuẩn là 1 trong các tác nhân mà chúng tôi nghi ngờ gây ra bệnh này, do vậy, 
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mẫu bệnh đã được đưa vào phân lập. Kết quả phân lập được 36 chủng vi khuẩn. 
Dựa vào phương pháp truyền thống kết hợp với test API 20 E, chúng tôi đã định 
danh các chủng vi khuẩn (bảng 43). 


Từ bảng 43 cho thấy, có nhiều chủng vi khuẩn có thể phân lập được từ 
tôm bệnh, điều này chưa cho phép khẳng định vai trò là tác nhân chủ yếu của vi 
khuẩn, bởi vì khi ấu trùng bị bệnh này thường có sự hoại tử nặng và chết nhiều, 
đó là cơ hội để vi khuẩn phát triển. Tuy vậy, có 84,75% (N = 118) trại đã dùng 
kháng sinh để trị bệnh này, nhưng chỉ có 11,02 % trả lời là có hiệu quả trị bệnh 
và có tới gần 60% trả lời không hoặc ít có kết quả. Như vậy, rất có thể vi khuẩn 
chỉ là tác nhân cơ hội trong dịch bệnh này. 


Bảng 43: Kết quả phân lập vi khuẩn từ ấu trùng đục thân 


STT Tên vi khuẩn đã đỉnh danh Tần suất bắt gặ Tỷ lệ % 
1 Vibrio alginolyticus 18/36 50,00 
2 V. uulnificus 7/36 19,44 
3 V. parahaemolyticus B/36 13,90 
4 V. choÌerae 3/36 8,33 
5 Vibrio sp. 3/36 8,33 
Tổng: 36 100,00 


c. Kết quả phân tích PCR 

20 mẫu ấu trùng bị đục thân đã được kiểm tra sự nhiễm WSSV bằng 
phương pháp PCR, kết quả xét nghiệm đều cho âm tính. 

Như vậy, virus WSSV không có mặt trong tất cả các mẫu ấu trùng bị bệnh 
đục thân, có nghĩa rằng, có thể khẳng định bệnh này không liên quan tới virus 
gây bệnh đốm trắng. 

Nhận xét: Từ kết quả phân tích ở các bảng 39 và 43, cho thấy có một số 
tác nhân có thể liên quan tới bệnh đục thân, thể hiện ở bảng 44. 

Bảng 44: Các loại tác nhân đã gặp ở ấu trùng bị bệnh đục thân 
—==-—-.-—-....`.=.-_.-._.-........~. 


STT Loại tác nhân Đã gặp trên ấu trùng bị bệnh 


1 Virus + Thể ẩn dạng MBV 
+ Thể vùi dạng BMN 
2 Vi khuẩn + V¡iồrio aÌginolyHicus; V. 0ulnificus 


+ V, parahaemmolyticus 
+ V. cholcrae; Vibrio sp. 
B) Dạng giống bào tử nhỏ + Có hình dạng giống với bào. tử nhỏ 


(Microsporidia) (Microsporrdia) 


Như vậy có nhiều chủng loại tác nhân khác nhau tìm thấy ở các mẫu ấu 
trùng bị bệnh đục thân, virus, vi khuẩn, bào tử nhỏ, nhưng vai trò của những 
tác nhân này như thế nào trong dịch bệnh này cần có nghiên cứu tiếp trong thời - 
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gian tới. Tuy vậy, chúng tôi cho rằng, vi khuẩn có thể chỉ là tác nhân cơ hội, còn 
virus BMN và dạng giống bào tử nhỏ có thể là các tác nhân quan trọng gây ra 
dịch bệnh này. 


LII.1.3. Một số nghiên cứu uê bệnh đục thân trong năm 2002 
da. Dấu hiệu bệnh lý 


- Ấu trùng có điểm trắng ở khu vực đầu ngực, bỏ ăn và có thể chết từ rải 
rác tới hàng loạt. Khi giải phẫu, gan tụy thường teo nhỏ, dễ nát vụn, có thể quan 
sát thấy sự nhiễm khuẩn nặng trên mô gan ép tươi. Trên lát cắt mô cơ thể ấu 
trùng với thuốc nhuộm H & E cho thấy các khoảng trống, mờ, hoại tử trong mô 
gan tụy tôm bệnh (hình 47 PB màu). 


- Trên các đốt phần bụng, có thể xuất hiện 1 vùng trắng, thường nằm tại 
đốt bụng thứ nhất hay đốt bụng cuối cùng, tại đây các tế bào sắc tố biến mất, mô 
teo biến dạng thắt lại, ấu trùng rất yếu, khi bơi thường lết phân bụng, chết rải 
rác (hình 48 PB màu). 


- Hậu ấu trùng xuất hiện 1 giải trắng đục từ phân đầu ngực xuống mặt 
lưng của phần bụng, tôm rất yếu, màu sắc nhợt nhạt, chết rải rác tới hàng loạt. 


- Có trường hợp, khi chết ấu trùng thể hiện trắng đục toàn thân, người 
nuôi gọi là chết trắng. 


- Có trường hợp, khi sốc độ mặn để lựa chọn đàn postlarvae tốt, có những 
đàn sau khi độ mặn giảm từ 30%o xuống 1-2 %o, chúng chết hàng loạt với giải 
trắng đục trên lưng của phần bụng. Như vậy, sự sốc do biến đổi đột ngột của một 
số điều kiện môi trường cũng có thể là nguyên nhân gây ra bệnh này. 

Chúng tôi đã kiểm tra 30 đàn ấu trùng có hiện tượng đục thân bằng các 
phương pháp kiểm tra nhanh, phương pháp mô học và PCR. Kết quả phân tích 
tác nhân thể hiện ở bảng 4ð. 

Từ bảng 45 cho thấy: bệnh đục thân thường xảy ra ở chủ yếu các giai đoạn 
postlarvae. Từ 30 đàn hậu ấu trùng bị bệnh, với các phương pháp kiểm tra 
nhanh, phương pháp mô học và phương pháp kiểm tra nấm chúng tôi có phát 
hiện các tác nhân gây bệnh như sau: 


Bảng 4õ: Tác nhân gây bệnh đã phát hiện từ bệnh đục thân 


..-... 1... ............. 7. 
STT Loại tác nhân gây bệnh Số mẫu NC Số mẫu đã phát hiện 
Số mẫu (%) 

1 Vị bào tử 30 30 100,0 
2 MBV 30 16 53,3 
3 — Thể vùi giống BMN 30 20 66,6 
4 Vi khuẩn 30 6 20,0 
õ Nấm 10 3 30,0 
6 Vị bào tử + tác nhân khác 30 24 80,0 
7 WSSV ` 30 1 3,3 


— — “`-—._-ễ—Ễ—————— 


Từ bảng 45 cho thấy trên cơ thể ấu trùng tôm bị đục thân, có nhiều loại 
tác nhân gây bệnh khác nhau, tuy vậy khi quan sát dấu hiệu bệnh lý và kết quả 
phân tích chúng tôi cho rằng: 


Vi bào tử có mặt ở hầu hết các mẫu tôm bị bệnh đục thân. Cả tôm bị 
trắng đục ở gan hay trắng đục ở cơ lưng đều có thể gặp các tác nhân này. 


Về tác nhân MBV, đây là loại virus nhiễm rất phổ biến trên tôm sú hậu 
ấu trùng ở Việt Nam, Trong nghiên cứu có nhiều đàn ấu trùng bị đục thân nhưng 
không nhiễm MBV (14/30: 47%) và thực tế có nhiều đàn nhiễm MBV nhưng 
không bị đục thân. 


Về BMN, chỉ có 4/30 mẫu quan sát thấy các thể vùi dạng BMN trong 
nhân tế bào phình to, tuy vậy để khẳng định là nhiễm BMN thì cần các phương 
pháp hiện đại hơn. Mặt khác, ngay trên các mẫu này, vẫn phát hiện thấy các vi 
bào tử và BMN. 


Về nấm, mặc dù đã nuôi cấy 10 mẫu, nhưng chúng tôi chỉ gặp một số nấm 
thường gây bệnh nấm ấu trùng ở tôm he trên 3 mẫu, chúng tôi cho rằng, đây 
không phải là tác nhân của bệnh đục thân, những nấm mà chúng tôi phân lập 
được có thể đã phát triển trên xác của những con tôm chết vì bệnh đục thân. 


Vi khuẩn luôn tìm thấy trong các mẫu tôm bệnh, đặc biệt ở những mẫu 
tôm có điểm trắng ở phần đầu ngực, trên các mẫu này, vi khuẩn có thể gây hoại 
tử làm rỗng, mờ nhiều vùng mô gan tụy trên các lát cắt mô học. Tuy vậy, ở ngay 
cả những mẫu này, chúng tôi vẫn thấy sự hiện diện của vi bào tử. 

Kết quả kiểm tra PCR cho thấy, chỉ có 1 đàn bị nhiễm virus đốm trắng, 
chiếm khoảng 3,3%. Đây là virus hầu như rất ít gây bệnh ở giai đoạn postlarvae. 
Tóm lại: Chúng tôi cho rằng có nhiều nguyên nhân gây bệnh đục thân ở 
Postlarvae, trong đó các vi bào tử (Microsporidia) đóng vai trò quan trọng, ngoài 
ra vi khuẩn luôn là tác nhân cơ hội cho bệnh này. Riêng vai trò của các thể vùi 
dạng BMN (Baculoviral Midgut Necrosis) cần được nghiên cứu sâu hơn. 

IIL2. Bệnh phát sáng ở ấu trùng tôm sú tại Khánh Hòa 
HII.2.1. Kết quả điều tra uề bệnh phát sáng từ các trại giống 

Từ 171 phiếu phỏng vấn, chúng tôi cũng xử lý, phân tích thống kê để có 
một số thông tin về bệnh phát sáng ở ấu trùng tôm sú trong các trại giống ở 
Khánh Hòa. 

Nhận xét: Qua kết quả điều tra bệnh phát sáng cũng là 1 bệnh rất phổ 
biến trong các trại giống ở Khánh Hòa, có tới 92,40% số trại trả lời phỏng vấn 
(N=171) cho rằng bệnh này đã xảy ra trong trại của họ và có 66,88% số trại đã 
bị bệnh (N =157) nhận xét rằng đây là một bệnh nguy hiểm và thường gặp, có 
97,4% số trại cho rằng bệnh này có thể gây chết từ rải rác tới hàng loạt (N 
=157). 


Bệnh này có thể xảy ra ở tất cả các giai đoạn phát triển của ấu trùng và 
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hậu ấu trùng (82,28%), có thể xảy ra quanh năm nhưng tập trung nhiều vào mùa 
khô, mùa co nhiệt độ cao ở miền Trung (60,50%). Có 77,22% số cán bộ kỹ thuật 
được hỏi (N =158) cho rằng bệnh này có liên quan rất lớn tới chất lượng của con 
nước thủy triều, ngoài ra còn có 14,56% số người cho rằng bệnh này còn liên 
quan tới chất lượng tôm mẹ. 

Khác với 2 bệnh trước (bệnh đục thân và bệnh đỏ mang), vấn đề trị bệnh 
phát sáng trong bể ấp có vẻ hiệu quả hơn. Có tới 89,47% trại giống cho rằng họ. 
có thể trị bệnh này có hiệu quả tốt hoặc tương đối có hiệu quả nếu phát hiện 
bệnh sớm, chỉ có 10,53 % số người cho rằng trị bệnh phát sáng kém hoặc không 
có hiệu quả. Ngoài ra trong vấn đề trị bệnh, kháng sinh hoặc kháng sinh + hóa 
dược là những loại thuốc được dùng phổ biến ( 96,80% số người được hỏi). Qua 
điểu tra, chúng tôi có thể khẳng định chắc chắn rằng, vi khuẩn là tác nhân gây 
ra bệnh này. 

III32.9. Kết quả nghiên cứu uê bệnh phát sáng 
a. Dấu hiệu bệnh lý 

Qua 15 mẫu ấu trùng bị bệnh phát sáng được thu trực tiếp từ các trại 
giống cho thấy bệnh này có dấu hiệu bệnh ngoài rất đặc trưng 

+ Yếu, lờ đờ, kém bắt mỗi hoặc bỏ ăn 

+ Màu sắc có thể đôi khi chuyển sang màu hồng 

+ Phát ra ánh sáng xanh, liên tục trong bóng tối 

+ Ấu trùng có thể chết từ rải rác tới hàng loạt đặc biệt ở giai đoạn tiền ấu 
trùng (Zoae, Mysis). 

b. Kết quá phân tích nuô học 

Trên các lát cắt có nhuộm H và E, thể hiện sự xâm nhập và chiếm chỗ 
của tế bào vi khuẩn vào mô của một số cơ quan khác nhau như dạ dày, ruột , gan 
tụy, các phần phụ...., có sự nhiễm khuẩn toàn thân. 

c. Kết quả phân lập ui khuẩn từ ấu trùng bị phát sáng 

Như ở phần điều tra đã trình bày, cho thấy có thể trị bệnh phát sáng 
bằng kháng sinh (89,47%), nên chúng tôi chỉ dùng phương pháp nuôi và phân lập 
vi khuẩn để nghiên cứu tác nhân gây bệnh. Từ 15 mẫu ấu trùng bị bệnh, chúng 
tôi đã phân lập được 30 chủng vi khuẩn. 


Bảng 46: Kết quả phân lập vi khuẩn từ ấu trùng bị bệnh phát sáng 


STT Tên các chủng Vi khuẩn Tần số xuất hiện ' Tỷ lệ % 
1 Vibrio harueyt 14 46,67 
2 V. parahaemolyticus 6 20,00 
3 V, uulnificus 3 10,00 
4 V. alginolyHcus 5 16,66 
5 V. daniscla 2 6,67 
Tổng 30 100,00 
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Nhận xét: 


Những mẫu phát sáng đưa vào nuôi cấy, vi khuẩn mọc rất nhiều trên môi 
trường TCBS và trong nhiều trường hợp, khuẩn lạc màu xanh chiếm ưu thế, nên 
khi thu chủng nghỉ ngờ chúng tôi tập trung vào các loại khuẩn lạc có màu xanh 
và xanh vàng. 


Trong 30 chủng nghỉ ngờ đã thu được từ ấu trùng bị bệnh phát sáng, 
chúng tôi nhận thấy, Vibrio harueyi chiếm ưu thế với tần số bắt gặp là 14/30 
(46,67%), sau đó đến V. parghaemolyticus 6/30, chiếm 20%. Ngoài ra còn gặp V. 
0uÈnificus 3/380 (10%), đây cũng chính là những loài vi khuẩn đã được nhiều tài 
liệu thông báo là tác nhân gây bệnh phát sáng ở tôm sú ấu trùng. 


Tất nhiên để khẳng định xem loài vi khuẩn nào trong số các vi khuẩn nói 
trên là tác nhân gây bệnh ở ấu trùng tôm sú Khánh Hòa cân phải làm thí 
nghiệm cảm nhiễm. Công việc này sẽ được thực hiện trong thời gian tới. 


ởd. Một số nghiên cứu uê các con đường đưa uì khuẩn ào bể ấp 


Từ các kết quả nghiên cứu ở trên về 3 bệnh nguy hiểm và phổ biến trong 
các trại tôm giống, chúng ta thấy, vi khuẩn Vibrio đều phân lập được từ cả 3 loại 
bệnh. Qua đó thấy được tính nguy hiểm và phổ biến của loại tác nhân này. Để 
làm cơ sở cho các biện pháp phòng bệnh, chúng tôi có nghiên cứu để phát hiện 
xem vi khuẩn này đã xâm nhập vào bể bằng các con đường nào? 


* Số lượng VK Vibrio trong ruột tôm mẹ 


Theo điều tra, có 22,3 % số trại được hỏi (N =139) cho rằng chất lượng 
tôm mẹ có liên quan tới bệnh đục thân, và14,56 % (N =158) cho rằng có liên 
quan tới bệnh phát sáng. Do vậy, ruột và các sản phẩm từ ruột tôm mẹ được đưa 
vào kiểm tra nghiên cứu. 


Bảng 47: Số lượng vi khuẩn Vibrio trong ruột tôm mẹ 


Trọng lượng Số lượng vi khuẩn Số lượng vi khuẩn Vibrio có 

STT tôm mẹNC  Vibrio có trong ruột khuẩn lạc màu xanh trên TCBS 

(gam) tôm mẹ (tb/ ruột) TH/ ruột % so với Vibrio 
1 190 0,193. 10 0,014.108 1,25 
2 230 14,2. 10Ẻ 0,32. 10Ề 2,25 
3 250 23,4. 10° . 0,21. 108 0,89 
4 200 B2,5.10Ê 6,30. 10° 12,00 
5 150 23.0 10° 1,95.10° 8,50 
6 180 425. 105 63,80. 10Ẽ 15,00 
1 240 65,0. 10Ẽ 5,85. 108 9,00 


Nhận xét: Trong ruột của tôm mẹ luôn có một lượng không nhỏ vi khuẩn 
Vibrio, số lượng này rất khác nhau theo từng con tôm, dao động từ: 0,193. 10Ê - 
65.10° tế bào/ ruột tôm mẹ. Trong đó, số lượng vi khuẩn V/brio có khả năng gây 
bệnh phát sáng chiếm từ : 0,89 - 15%. Vi khuẩn này có thể theo phân tôm mẹ 
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xâm nhập vào môi trường ương ấp ấu trùng tôm. Do vậy nếu chỉ tắm tôm mẹ 
bằng hóa dược và kháng sinh, thì chưa có tác dụng triệt để trong việc phòng 
bệnh vi khuẩn cho ấu trùng tôm, cần áp dụng thêm thao tác vớt tôm mẹ ngay 
sau khi đẻ hết trứng, rửa trứng hoặc Nauplius bằng hóa dược như Formol. 


* Số lượng vi khuẩn Vibrio của nước biển ven bờ 


Theo điều tra ở phần trên, có tới 58,99% số trại (N =139) cho rằng con 
nước thủy triều, hay nói đúng hơn là chất lượng nước biển có liên quan rõ ràng 
tới bệnh đục thân, ở bệnh phát sáng, con số này là 77,22% (N =158). Để khẳng 
định điều này, chúng tôi có kiểm tra số lượng vi khuẩn Vibr¡io trong nước biển 
ven bờ tại Khánh Hòa ở 2 khu vực: Hòn Chồng và Cửa Bé. 


Qua số liệu thu được cho thấy, nước biển ven bờ, là nơi lấy nước vào các 
trại sản xuất giống luôn tổn tại 1 lượng vi khuẩn Vibr¡o, số lượng này thay đổi 
tùy theo điều kiện khí hậu thủy văn, khu vực khác nhau. Nước biển ven bờ ở 
khu vực Cửa Bé luôn có số lượng vi khuẩn lớn hơn khu vực Hòn Chồng khi thu 
mẫu ở cùng thời điểm. Mỗi khi biển động do gió mùa hay do bão, số lượng vi 
khuẩn tăng lên rất nhiều so với khi biển yên tĩnh. Khi nước triều thấp, số lượng 
vi khuẩn Vibrio cao hơn khi nước triều cao. 

Từ kết quả này đã phần nào giải thích ý kiến của những người nuôi tôm 
cho rằng bệnh phát sáng, đục thân liên quan rất lớn tới chất lượng con nước thủy 
triều và để góp phần vào việc phòng bệnh trong các trại giống chúng tôi cho 
rằng, cần chọn vị trí xây dựng trại, tránh lấy nước vào bể trong những ngày biển 
động, chọn thời điểm nước triều cao nhất trong ngày để lấy nước. 


Lư cv 


* Theo dõi một số chỉ tiêu môi trường trong bể ấp ấu trùng 


Trong thời gian thu mẫu tôm bệnh, chúng tôi cũng kiểm tra định kỳ chất 
lượng mẫu nước trong các bể ấp ấu trùng. Từ kết quả phân tích chúng tôi nhận 
thấy : 


+ Chỉ số NHạ-N trong các bể ấp cũng thường tăng dần theo thời gian nuôi, 
ở nhiều đợt sản xuất, chỉ số này tăng khá cao, có bể tăng tới 0,2-0,7 mg/1 (đợt I, 
II, II. IV, X, XI, XVI.), cao hơn chỉ số đã thông báo cho phép đối với tôm sú 
nuôi (<0,1mg/1), nhiều bể, trong số các bể có chỉ số NH; cao, có số lượng vi khuẩn 
Vibrio lớn, cho thấy sức khỏe ấu trùng tôm không tốt và đã xảy ra các dấu hiệu 
như phát sáng, bỏ ăn, yếu và chết (II, IV, V, VI..). Tuy vậy có 1 số bể, mặc dù 
NHạ cao nhưng tôm vẫn bình thường, cho tới khi xuất bể. Đây cũng là vấn đề 
cần nghiên cứu thêm. 


+ Sau khi nước đã được xử lý hóa chất, số lượng vi khuẩn ViÖrio trong 
nước bể chứa thường rất thấp. Nhưng theo thời gian của chu kỳ nuôi, số lượng 
này tăng dân lên, đôi khi tăng rất nhanh. Khi số lượng vi khuẩn Vibr¿o >1000 
tb/ m1 thì sức khỏe ấu trùng có thể bị ảnh hưởng, như bỏ ăn, phát sáng. 

+ Trong tất cả các đợt lấy mẫu nước của chúng tôi, người nuôi luôn dùng 
kháng sinh tổng hợp nhiều loại để phòng trong bể ấp, nhưng thực chất cho thấy, 
vi khuẩn vẫn phát triển, đôi khi rất nhanh. Đây là một vấn đề cần xem xét lại 
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trong quy trình nuôi tôm hiện nay. Việc lạm dụng kháng sinh trong bể ấp tôm ' 
thực chất có mang lại kết quả hay lại cho kết quả ngược lại? 


IIL3. Sự hiện diện của mầm bệnh trên tôm postlarvae ở tỉnh phía Nam 
IIL3.1. Mẫu thu từ các trạm kiểm dịch 


Trong năm 2001 và 2002, mẫu tôm post được thu tại các trạm kiểm dịch 
thuộc các tỉnh Miễn Trung và Nam bộ (Khánh Hòa, Bình Thuận, Vũng Tàu, Tiền 
Giang, Bạc Liêu,..). Kết quả kiểm tra sự hiện diện của WSSV được trình bày 
trong bảng 2.14 & 2.15 


Bảng 48: Kết quả phân tích các mẫu tôm post thu tại các trạm kiểm dịch 


năm 2001 
Tháng Tổng 

Tỉnh 2 3 4 5 6 17 § 9 10 11 12 (%) 
Khánh Hòa 9/124 5/181 1/119 1⁄31 3/80 0/31 1⁄6 1⁄8 06 3,61 
Bình Thuận 6/66 1/62 1⁄49 0/19 0⁄45 0/11 0/2 0/6 0⁄4 8,53 
Ninh Thuận 0⁄46 1/18 0/6 0/16 2⁄89 0/3 0⁄4 2,27 
Vũng Tàu 2/55 4/55 133 0/19 2⁄85 0/12 0/1 2/3 01 5,14 
Đà Nẵng 0/6 0/7 0⁄2 0⁄9 1⁄14 0/9 0/2 2,04 
Bình Định 2/14 0/13 0/14 0/1 4,76 
Phú Yên 0/1 0⁄2 0,00 
Không rõ 0/18 0/1 0/29 02 0⁄40 0/5 0/6 M4 1,02 
nguồn gốc 
Tổng (%) 5,78 5,01 1,19 104 315 0/00 667 25,00 0,00 


Qua bảng trên cho thấy số mẫu tôm postlarvae xét nghiệm tập trung cao 
nhất trong các tháng 2, 3, 4 và 6 (từ 250 đến 330 mẫu). Tuy nhiên mức độ nhiễm 
WSSV qua phân tích bằng phương pháp PCR không cao, dao động từ 1-6% 


Bảng 49: Kết quả phân tích các mẫu tôm post thu tại các trạm kiểm dịch 
6 tháng đầu năm 2002 


Tỉnh l Tháng _ Tổng 
1 2 3 4 5 6 (%) 

Khánh Hòa 1⁄11 0/1 0/7 0/31 2,00 
Bình Thuận 015 0⁄4 0/6 014 0⁄42 0/1 0,00 
Ninh Thuận 1⁄25 — 0/2 1⁄9 019 0⁄4 3,39 
Vũng Tàu 1⁄10: 0⁄2 0/4 6,25 
Đà Nẵng 0/8 0/1 010 0/9 0/1 0,00 
Không rõ nguồn 0/15 3⁄10 0/3 10,71 
gốc 

Tổng (%) 358 1667 588 0/00 0,00 


Lượng mẫu được xét nghiệm trong năm 2002 ít hơn so với năm 2001. Tuy 
nhiên vẫn ghi nhận được hiện tượng tỷ lệ nhiễm WSSV thấp trên các mẫu xét 
nghiệm. Chỉ có trường hợp mẫu xét nghiệm trong tháng 2 có số mẫu dương tính 
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với WSSV là 3/18 (16,6%). Tuy nhiên số lượng mẫu này còn quá ít để đi đến kết 
luận là tỷ lệ nhiễm WSSV cao trên quần đàn. 


III.3.2. Kết quả phân tích mẫu tôm post từ các nơi khúc gửi đến phòng 
thí nghiệm Viện NCNTTS II 


dœ. Năm: 2001 
Kết quả xét nghiệm con giống trong năm 2001 được trình bày trong bảng 50. 


Bảng 50: Kết quả phân tích mẫu trên các mẫu tôm post thu trong năm 


2001 
Kết quả PCR (số mẫu Kết quả mô học (số mẫu dương 

Nguồn gốc dương tính/tổng số mẫu) tính/tổng số mẫu) 
WSSV MBV YHCV 

Khánh Hòa 1/28 13/90 34/90 1/90 

Bình Thuận 0/29 38/72 3/72 12/72 

Đà Nắng 2/19 2/21 11/21 

Ninh Thuận 1/65 11/158 98/158 7/158 

Vũng Tàu 7/241 14/516 - 268/B16 13/516 

Không rõ 0/226 30/418 206/418 15/418 

Các tỉnh 1,81 8,47 49,28 3,64 


- Kết quả phân tích mô học: Qua phân tích 1275 mẫu thu trong năm 2001 
phát hiện 48,62% số mẫu bị nhiễm MBV. 3,76% số mẫu nhiễm phức hợp virus 
đầu vàng (YHCV) virus WSSV chiếm 8,47 %. 


- Kết quả phân tích PCR: Qua phân tích 608 mẫu phát hiện 14 mẫu bị 
nhiễm virus WSSV chiếm 1,8%. 


Như vậy, trên tôm post khả năng nhiễm MBV rất cao so với WSSV và 
YHCV. 


bù. Năm: 2002 
Kết quả xét nghiệm con giống trong năm 2001 được trình bày trong bảng 51. 


Bảng ð1: Kết quả phân tích mẫu trên các mẫu tôm post thu trong năm 


2002 
Nguồn gốc Kết quả PCR (số mẫu Kết quả mô học (số mẫu 
dương tính/tổng số dương tính/tổng số mẫu) 
mẫu) - WSSV MBV YHCV 
Khánh Hòa 7/301 1367 . 186/367 167/867 
Bình Thuận 28/1290 21/2137 1132/2137 951/2137 
Đà Nẵng 11/59 0/112 B0/112 38/112 
Ninh Thuận 6/522 B/853 435/853 331/853 
Vũng Tàu ð7/1144 12/2126 1126/2126 7557/2126 
Không rõ nguồn gốc 28/605 17/7163 439/763 292/763 


Tổng (%) 3,39 8,8 53,04 39,9 
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Trong năm 2002, số mẫu tôm nhập về từ các tỉnh rất lớn, tổng số mẫu 
phân tích là 6358 mẫu. Kết quả phân tích cho thấy tỉ lệ nhiễm MBV và YHCV 
khá cao. Số mẫu nhiễm MBV 3372 mẫu chiếm 53,04%, số mẫu nhiễm YHCV là 
2540 chiếm 39,9% và có 56 mẫu nhiễm virus WSSV chiếm 8,8%. 

Phân tích kết quả PCR trên tổng số mẫu 3903 mẫu trong đó có 132 mẫu nhiễm 
virus WSSV chiếm 3,39%. 


IIL3.3. Kết quả phân tích mẫu tôm postlaruae thu tạt Vũng Tàu 


Trong năm 2002, mẫu tôm post được thu tại các trại sản xuất giống khác 
nhau tại Vũng Tàu. Kết quả phân tích mô học được trình bày trong bảng 52. 


Bảng 52: Kết quả phân tích mẫu trên các mẫu tôm post thu tại Vũng Tàu 
trong năm 2002 
KG  sà  HECCC TG ND EU CẺ0nG- TS TRE GEESD.EU SE T00 ữ NCT SN EU VY 


Tháng Kết quả mô học 


MBV WSSV YHCV 

1 127/133 0/133 43/133 

2 48/79 0/79 13/79 

3 18/28 0/28 2/28 

4 14/93 1/93 43/93 

5 53/158 0/158 33/158 

6 92/206 1/206 69/206 

ĩ 94/148 0/148 24/148 


Cộng 446/845 (52,78%) 2/845 (237%) — 227/845 (26,86%) 


Qua kết quả phân tích cho thấy tỷ lệ nhiễm MBV trên tôm post thu ở 
Vũng Tàu khá cao (52,57%). YHCV hiện diện ở mức 26,86%. Tuy nhiên tỷ lệ 
nhiễm WSSV ở mức thấp (2,37%). 


IV. KẾT LUẬN 


IV.1. Bệnh đục thân ở tôm ấu trùng tại Khánh Hòa 


* Dấu hiệu chính: Bệnh đục thân là tên gọi chung cho 1 số hiện tượng 
bệnh lý thường xảy ra ở ấu trùng và postlarvae trong các trại sản xuất tôm sú 
giống ở Miền Trung Việt Nam. 


+ Xuất hiện một đốt bụng màu trắng, thường là đốt cuối cùng, khi bơi 
postlarvae thường lết phần đuôi, chết rải rác. 


+ Xuất hiện 1 điểm trắng ở phần đầu ngực, tại vị trí của gan tụy. Tổ chức 
gan teo nhỏ, mủn, dễ nát, có thể chết rải rác tới hàng loạt. 


+ Xuất hiện giải trắng đục trên lưng của phần bụng 
+ Hậu ấu trùng rất yếu, bỏ ăn, khi chết toàn thân có màu trắng sữa. 
* Tác nhân gây bệnh đục thân 


+ Các vi bào tử (Microsporidia) được xem là nguyên nhân chủ yếu gây 
bệnh đục thân. 
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+ Hiện tượng gan hoại tử do vi khuẩn hay do sự tổn tại của một loại virus 
có thể vùi trong nhân giống BMN (Baculoviral Midgut Necrosis), hoặc MBV cũng 
tham gia vào bệnh này. 


IV.92. Bệnh phát sáng ở ấu trùng tôm tại Khánh Hòa 


Từ kết quả điều tra và nghiên cứu, chúng tôi cho rằng, vi khuẩn chính là 
tác nhân gây bệnh này. Từ ấu trùng bị bệnh đã phân lập được 1 số loài vi khuẩn, 
trong đó các vi khuẩn có khuẩn lạc xanh trên môi trường TCBS chiếm ưu thế: 
V.harueyi, V.parahaemolyticus; V.uuinificus. Kết quả này cũng tương đối phù 
hợp với kết quả NC của nhiều tác giả trong nước và ngoài nước về bệnh này. 


Qua nghiên cứu 3 bệnh nói trên cho thấy vi khuẩn V7özio là tác nhân 
thường gặp và nguy hiểm, nó có mặt trong nhiều hội chứng bệnh khác nhau ở 
tôm bố mẹ và tôm ấu trùng. Loại vi khuẩn này luôn có mặt trong bể nuôi tôm mẹ 
và bể ấp ấu trùng, trong nguồn nước biển ven bờ và trong ruột của chính những 
con tôm mẹ. Mật độ của vi khuẩn này nhiều hay ít phụ thuộc vào thời tiết khí 
hậu (biển yên hay biển động), phụ thuộc vào khả năng quản lý chất lượng bể ấp 
của người nuôi. Trong bể ấp, số lượng vi khuẩn này tăng theo thời gian ương ấp 
trong 1 chu kỳ và có trường hợp tăng rất nhanh. Khi số lượng vi khuẩn này đạt 
>1000 tb/ ml thì sức khỏe ấu trùng có thể bị ảnh hưởng. 


Để làm cơ sở cho các để xuất phòng bệnh từ đàn tôm mẹ, chúng tôi có 
một số thông tin lưu ý: Thông thường 1 con tôm mẹ được cho đẻ từ 2 - 4 lần 
(chiếm 72,79%), tuy vậy cũng có một số trại đã sử dụng tôm mẹ cho tới khi nó 
không còn đẻ nữa mới thôi (5-12 lần) chiếm 27,21%. Như vậy, tôm mẹ thường bị 
nhốt giữ trong trại một thời gian dài, có nhiều cơ hội để nhiễm bệnh hoặc lây 
bệnh cho nhau. Đặc biệt trong số 171 trại điểu tra, còn có 46,78% số trại sản 
xuất ấu trùng từ đàn tôm non, cắt mắt, kích thích tuyến sinh dục để cho đẻ. Có 
một số trại vẫn dùng phương pháp cắt mắt gây thương tổn và mất máu cho tôm 
mẹ. Về mùa lạnh, nhiệt độ trong các bể nuôi tôm mẹ còn thấp (25-26”C). 


IV.3. Kết quả xét nghiệm trên các mẫu tôm giống ở các tỉnh phía Nam 


- Tôm post thu từ các trạm kiểm dịch qua kiểm tra bằng phương pháp 
PCR cho thấy tỷ lệ nhiễm WSSV từ 1-6% (năm 2001). Lượng mẫu được xét 
nghiệm trong năm 2002 ít hơn so với năm 2001. Tuy nhiên vẫn ghi nhận được 
hiện tượng tỷ lệ nhiễm WSSV thấp trên các mẫu xét nghiệm. Chỉ có trường hợp 
mẫu xét nghiệm trong tháng 2 có số mẫu dương tính với WSSV là 3/18 (16,6%). 

- Mẫu từ các nơi khác gửi đến phòng thí nghiệm: Qua phân tích 1275 mẫu 
thu trong năm 2001 phát hiện 48,62% số mẫu bị nhiễm MBV. 3,76% số mẫu 
nhiễm phức hợp virus đầu vàng (YHOCV) virus WSSV chiếm 8,47 %. 

Năm 2002, số mẫu tôm nhập về từ các tỉnh rất lớn, tổng số mẫu phân tích 
là 6358 mẫu. Kết quả phân tích cho thấy tỉ lệ nhiễm MBV và YHCV khá cao. Số 
mẫu nhiễm MBV chiếm 53,04%, và ð6 mẫu nhiễm virus WSSV chiếm 8,8% . 
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C. CÁC BỆNH THƯỜNG GẶP TRÊN TÔM THƯƠNG PHẨM Ở ĐBSCL, 
I. ĐẶT VẤN ĐỀ 


Cho đến nay có 21 loại virus khác nhau được ghi nhận và mô tả từ các 
loài tôm nuôi thuộc họ tôm sú (Ramasamy,1999). Một số ít trong chúng là gây 
thiệt hại nặng cho tôm nuôi (Sindermann,1989; Ramasamy,1999). Các bệnh 
truyền nhiễm do nhóm virus WSSV (White Spot Syndrome Virus), YHD (Yellow 
Head Disease) là những bệnh điển hình về mức độ gây thiệt hại nghiêm trọng. 
Hội chứng đốm trắng White Spot Syndrome Virus (WSSV), hay còn gọi là bệnh 
đốm trắng, là một trong những hội chứng nguy hiểm nhất đối với tôm nuôi hiện 
nay, bệnh có thể gây chết đến 100% tôm nuôi (Lio-Po,2001). Một số loài tôm 
hoang dã và giáp xác khác được xem như là vật truyền lây (vector) gây bùng nổ 
bệnh đốm trắng trong ao nuôi khi chúng xâm nhập vào thông qua con đường 
thay nước (Hảo và ctv,1997; Limsuwan,1997; Lio-Po, 2001). Bệnh có thể xảy ra 
từ giai đoạn Mysis cho đến tôm bố mẹ (Lio-Po,2001). Dấu hiệu bệnh trên tôm 
nuôi là tôm bỏ ăn, thân chuyển màu hồng hay tím hông xuất hiện những đốm 
trắng tròn bên bề mặt trong của lớp vỏ giáp, đầu tiên là carapace và đốt thân 
thứ 5 và 6 (Lightner,1996; Wang,1998). Mô đích của virus đốm trắng là mô có 
nguồn gốc từ trung bì (Lightner,1996; Lo và ctv,1996). Chân bơi, mang, huyết 
tương, bao tử, tuyến sinh dục, ruột giữa, tim, chân bò, cơ quan lymphoid, mô thần 
kinh là những cơ quan đích tấn công của virus đốm trắng (Lio-Po,2001). Virus 
gây bệnh đầu vàng YHV (Yellou Head Virus) đã được xem là một trong những 
tác nhân gây bệnh nguy hiểm cho tôm sú nuôi (Flege,1997). Tôm bị nhiễm phần 
đâu ngực chuyển màu vàng nhạt và bị sưng, mang chuyển màu trắng, vàng hay 
nâu. Bệnh xảy ra trên tôm ở giai đoạn tiền trưởng thành đến trưởng thành, đặc 
biệt là giai đoạn 20 và 50 —- 70 ngày nuôi (Lio-Po,2001). Loài virus này đã gây 
thiệt hại trên tôm nuôi ở Thái Lan khoảng 40 triệu USD năm 1999. 


Bệnh MBV khá phổ biến trên tôm sú nuôi, tôm bị nhiễm thân chuyển 
màu xám xanh đến xanh sậm đen, kém linh hoạt, giảm ăn và chậm tăng trưởng 
(Lightner, 1996; Lio-Po, 2001). MBV nhiễm trên tôm sú sớm nhất là Postlarvae- 
ở (Lio-Po, 2001). Virus gây tỷ lệ chết cao cho ấu trùng và đối với tôm trưởng 
thành sự nhiễm ít nghiêm trọng hơn (Liao và ctv, 1992; Lio-Po, 2001). Nhiều báo 
cáo khoa học chứng minh rằng MBV có thể cảm nhiễm ở hầu hết các giai đoạn 
trong vòng đời của tôm sú và một số loài cùng họ, nhưng giai đoạn mẫn cảm 
nhất là giai đoạn Larvae và Postlarvae (Lightner, 1996). 


Nhóm vi khuẩn dạng sợi ký sinh trên thân và gây yếu tôm được ghi nhận 
gồm Leucothrix sp., Thiothrix sp., Flexibacter sp., Flauiobacterium sp., nhóm gây 
hiện tượng tôm mòn vỏ, phụ bộ, đốm đen, nâu ghi nhận là do các nhóm Vibrio, 
Aeromonas và Pseudomonas (Alapide-Tendencia and de la Pina 2001). Bệnh do 
nhóm V¡brio phát sáng đã gây thiệt hại kinh tế trong nuôi tôm công nghiệp ở 
Philippines, Ấn Độ, Indonesia đã xác định vi khuẩn gây bệnh là Vibrio harueyi, 
Vibrio cholerơe (Lightner, 1996). Vibrio gây chết ấu trùng tôm, tôm giống, tôm 
thương phẩm và kể cả tôm trưởng thành. Dịch bệnh có thể gây chết 100% 
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(Lightner,1996). Một số loài ký sinh trùng thường gây bệnh trên tôm sú 
Vorticella, Zoothœmnntum, Epistyls, Acineta và Ephelota, chúng thường bám trên 
mang hay bề mặt cơ thể làm cho tôm giảm hô hấp, suy dinh dưỡng (Cruz- 
Lacierda, 2001). Bệnh mềm vỏ có thể gây ra do kém dinh dưỡng, nước ao nhiễm 
thuốc trừ sâu, chất lượng nước ao kém (pH, Phosphate, độ mặn hay độ kiểm 
thấp) (Chanratchakool và ctv, 1998). 


II. TƯ LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 
IIL.1. Tư liệu 


Địa điểm nghiên cứu: Tư liệu là kết quả nghiên cứu bệnh và các vấn đề 
liên quan trên 43 ao nuôi tôm sú thâm canh tại khu vực Nam Bộ từ 1997 đến 
2001, gồm: Ao nuôi nuôi thâm canh tại Duyên Hải - Trà Vinh năm 1997, Cồn 
Cống - Tiền Giang năm 1998, 1999 và 2000, Long Hương - Bà Rịa năm 1999 và 
2000, Vĩnh Hậu - Bạc Liêu năm 1999 và 2000, Trại Thực Nghiệm Bạc Liêu — 
Bạc Liêu năm 2001, Hiệp Phước - Nhà Bè năm 2001. 


Các bệnh được hệ thống: Mảng bám và ký sinh trùng thường gặp; Đỏ 
thân và đốm trắng; Bệnh nhiễm khuẩn; Bệnh đầu vàng; MBV; Bệnh mềm vỏ. 


H2. Phương pháp 


«  Quơn sớt lâm sàng: Quan sát và ghi nhận biểu hiện, dấu hiệu về sức khỏe 
tôm trong từng giai đoạn nuôi (màu sắc, kích cỡ, hoạt động , bắt môi của tôm, 
các dấu hiệu lâm sàng của tôm, đo trọng lượng và chiều dài tôm định kỳ). 


© Đo các yếu tố môi trường: Hàng ngày đo nhiệt độ bằng nhiệt kế, pH bằng 
pH kế, oxy hòa tan bằng máy cầm tay; hằng hai tuần đo NH:-N bằng quang 
phổ, COD, độ kiểm bằng chuẩn độ, độ mặn bằng máy. 


© Phương pháp phân tích PCR: Thu mẫu và kiểm tra sự hiện diện mầm 
bệnh đốm trắng theo chu kỳ 10 ngày/lần. 


© Phương pháp phân tích mô học: Thu mẫu và kiểm tra sự hiện diện mầm 
bệnh MBV theo chu kỳ 10 ngày/lần. 


II. KẾT QUẢ 
IH.1. Sự xuất hiện các bệnh thường gặp ở tháng nuôi thứ nhất 


Nhìn chung các dấu hiệu lâm sàng của bệnh rất khó ghi nhận ở thời gian 
hơn nửa tháng đầu, nhất là bệnh nhiễm khuẩn và bệnh mềm vỏ rất khó phát 
hiện, dấu hiệu nhiễm MBV và đỏ thân có thể dễ nhận biết hơn. Tuy nhiên không 
có sự ghi nhận về 2 bệnh này khi theo dõi tại hiện trường trên 41 ao. Không ghi 
nhận được trường hợp tôm chết do bệnh gây nên trong những ngày nuôi này. 
Trong trường hợp tôm bị chết hay hao hụt nhiều là do bị sốc môi trường, thường 
là độ mặn và pH. 


Giai đoạn sau 15 ngày: đa số tôm trong quần đàn bắt đầu chuyển sậm 
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màu, thân tôm có màu hơi xám hay xám đen, nhất là phân thân dưới. Tôm 
thường có tập tính kéo đàn xung quanh ao, cách bờ khoảng 0,5 - 1 m và ở mức 
nước sâu từ 0,5 m. Tôm bắt đầu phân đàn. 


Cần lưu ý khi nước ao có độ mặn khá cao (27%ø) và có nhiều chất hữu cơ 
là điều kiện tốt cho vi khuẩn phát sáng phát triển. Nguồn nước cấp từ ao lắng có 
chứa vi khuẩn phát sáng hoặc đã qua xử lý nhưng không triệt để được xem là 
yếu tố thuận lợi gây phát sáng trên tôm nuôi (ghi nhân ở Trại 30-4, Vĩnh Hậu 
năm 1999 Trại Bạc Liêu năm 2001) hoặc khi bị sự cố bờ bao, nước ao bị nhiễm 
khuẩn và nước phát sáng sau đó là tôm bị phát sáng (Long Hương-Bà Rịa năm 
1999). 


Kết quả nghiên cứu ghi nhận tôm bị nhiễm ký sinh trùng trên mang 
trong giai đoạn một tháng tuổi, đặc biệt giai đoạn gần cuối tỷ lệ nhiễm có thể 
lên đến 60 ~ 70%. Ký sinh trùng nhiễm trên tôm chủ yếu là trùng loa kèn đơn 
bào (Episfylis sp., và Voriicella). Hậu quả trên thường gắn liền với các ao có mức 
ô nhiễm hữu cơ cao. 


Trong một số trường hợp (Trại 30-4, Vĩnh Hậu năm 2000), ở ngày nuôi 
thứ 17 bắt đầu xuất hiện một số tôm có khối gan tụy bất thường, gan tụy chuyển 
sang hồng và sưng to hơn bình thường. Ở điều kiện độ mặn thấp vào mùa mưa 
(Hiệp Phước Nhà Bè năm 2001), vào cuối tháng nuôi thứ I, xuất hiện một vài con 
có màu sắc thân xanh đậm và hơi bị mềm vỏ trong quần đàn. Tại trại Bạc Liêu 
(năm 2001), tôm bộc phát bệnh đốm trắng ở ngày nuôi thứ 27. Tôm trước khi 
phát hiện bị đốm trắng vẫn ăn tốt và bình thường. 


Đến ngày nuôi thứ 27 phát hiện tôm hấp hối lờ đờ cặp mé, quan sát thấy 
ruột tôm không có thức ăn, hoặc ăn rất ít, thân có màu hồng tím, trên thân 
không có đốm trắng, lột carapace cũng không có đốm trắng; kết quả xét nghiệm 
PCR cho thấy tôm bị nhiễm đốm trắng (WSSV) mức độ nặng (++), khoảng 12 giờ 
sau tỷ lệ này tăng gấp nhiều lần (vài chục con) và phát hiện thấy cá thể có đốm 
trắng mịn l¡ tỉ trên carapace, bộc phát dữ dội 1 — 3 ngày sau đó và chết gần như 
hoàn toàn. 


Trong điều kiện nuôi mật độ dây (60 con/m - Trại Bạc Liêu năm 2001), 
ngày nuôi 27 trong ao bắt đầu xuất hiện 1 loại tảo giáp phát triển rất nhanh 
trong ao làm nước 1⁄3 ao đầu cuối gió có màu nâu nhạt 4 - 5 ngày sau phát triển 
dày đặc, chiếm hơn 1/2 ao, khi tôm tiếp xúc với vùng nước tảo dày chúng phản 
ứng búng ngược ra xa, nước ao vẫn phát sáng yếu. Sử dụng formaline liễu cao mới 
tiêu diệt được loại tảo này. 
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Bảng ð3: Kết quả ghi nhận về bệnh tích và tôm bộc phát bệnh tại hiện 


trường 
Ghi nhận về Số ao có dấu Số ao bộc Ghi chú 
hiệu bị nhiễm phát bệnh 
Hội chứng virus đốm trắng (WSSV) 1 1 Độ tuổi bị 
Tôm chết do bệnh đốm trắng có 2 2 bệnh 27 —- 30 
đấu hiệu đầu vàng ngày tuổi 


Nhiễm khuẩn và đỏ thân 
Nhiễm khuẩn 

Bệnh MBV 

Tôm bị mảng 

Ký sinh trùng 

Nước phát sáng 

Tôm phát sáng 


Tôm yếu, chậm lớn 


đ> . tr Ớtc Ơ B tÊ 


Bảng õ4: Kết quả xét nghiệm mầm bệnh đốm trắng (WSSV) và MBV trên 
tôm ở tháng nuôi thứ I 


- WSSV MBV 
Cường độ nhiễm — 5 PS TEEN ]—= ' mg 
Số mâu định Số mẫu tôm Số mâu Ty lệ nhiễm 
kỳ bệnh nhiễm (%) 
- 116/121 0/3 29/67 

+ 1 0 26 10 - 100 
++ 4 3 11 10 - 50 

+++ 0 0 1 50 


Kết quả xét nghiệm cho thấy ở giai đoạn 20 ngày đầu, không phát hiện 
thấy trường hợp tôm bị nhiễm mầm bệnh đốm trắng, tuy nhiên tôm có nhiễm 
MBV ở mức nhẹ, các dấu hiệu bên ngoài của bệnh rất khó ghi nhận. Kết quả 
phân tích cho thấy có trên 21 ao nhiễm MBV ở các mức độ khác nhau ngay trong 
tháng đầu của vụ nuôi. Tập trung chủ yếu trong các ao nuôi ở Trại 30/4 (Vĩnh 
Hậu - Bạc Liêu năm 1999 và 2000). Đây là khu vực nuôi tập trung, các ao đều là 
ao cũ đã trải qua nhiều vụ nuôi, và nguồn giống đưa vào nuôi (của năm 2000) 
không được kiểm tra mầm bệnh. Trong các ao tôm chết ở độ tuổi 27 — 30 ngày 
ghi nhận tôm chết ngoài dấu hiệu của bệnh đốm trắng còn có dấu hiệu của bệnh 
đầu vàng kết quả xét nghiệm PCR dương tính nặng (++) với virus đốm trắng. 


HI.2. Sự xuất hiện của các bệnh thường gặp ở tháng nuôi thứ ĩI 


So với tháng thứ nhất các yếu tố thủy lý hóa trong tháng nuôi thứ II biến 
động hơn. Khoảng dao động của pH và DO trong ngày tăng lên, khi tảo trong ao 
phát triển mật độ đày làm cho pH tăng cao vào buổi chiều (2 — 4 giờ chiều). Độ 
trong của ao trong giai đoạn này tương đối ổn định. 


Bảng 55: Kết quả ghỉ nhận về bệnh tích và tôm bộc phát bệnh tại hiện 


trường 
Ghỉ nhận về Số ao códấu Số ao bộc Ghi chú 
hiệu bị nhiễm hát bệnh 
Hội chứng virus đốm trắng 15 18 Tôm chết có độ tuổi 
(WSSV) từ 36 — 56 ngày 
Hội chứng đỏ thân đốm trắng 5 5 nuôi, nhiều nhất là 
Tôm chết do bệnh đốm trắng 4 4 độ tuổi 40 -— 5O 
có dấu hiệu đầu vàng ngày nuôi. 
Nhiễm khuẩn và đỏ thân 4 Có 2 trường hợp 
gan bị hoại tử 
Nhiễm khuẩn 22 Có 4 trường hợp có 
tôm cặp mé chết 
Bệnh MBV 10 
Mềm vỏ bì 
Tôm bị mảng 7 
Đóng rong 7 
Ký sinh trùng 1 
Nước phát sáng 3 
Tôm yếu, chậm lớn 3 


Bảng 56: Kết quả xét nghiệm mầm bệnh đốm trắng (WSSV) và noi SÀÓ trên 
tôm ở giai đoạn 30 - 40 ngày 
 ——-——===ễ..-`-:.-_-....- _—..—.....--..... 


E21 WSSV MBV 
VỀ HN 00in in Số mẫu định Số mẫu tôm Số mẫu Tỷ lệ nhiễm 
kỳ bệnh nhiễm (%) 
- 29/40 0/20 24/54 
+ 5 2 28 10 - 75 
++ 6 18 2 25 - 50 


——————_—_-———_—— ______ ẽm 


Các yếu tố bất lợi của điểu kiện môi trường là độ trong khá cao (> 45 cm), 
pH biến động khá lớn (>0,ð). Đặc biệt, trong ao còn hiện diện nhiều đối tượng có 
khả năng truyền bệnh đốm trắng như cua còng, tôm bạc, ruốc, 


Tại Trại 30-4, Vĩnh Hậu năm 2000 tôm bị nhiễm virus đốm trắng nặng 
(++) vào ngày nuôi thứ 30, với dấu hiệu ôm xuất hiện bệnh đỏ thân: đầu tiên màu 
sắc thân chuyển sang sậm đen, xuất hiện những sọc vằn trên cơ thể, 3 —5 ngày 
sau đó màu sắc thân chuyển sang hồng đỏ. Tỷ lệ đỏ thân tăng dân từ 5 — 10% 
quần đàn lên đến 60 - 80% sau 2 — 3 ngày. Tôm yếu thường cặp mé hay bơi lờ 
đờ trên mặt nước, tỷ lệ tôm bị đỏ thân tăng lên, xuất hiện kết hợp mềm vỏ, 
khối gan tụy sưng to, sau đó chuyển sang đốm trắng, tỷ lệ lên đến 30%, và bệnh 
đốm trắng bắt đầu bộc phát vào ngày nuôi 34 và 36 làm tôm chết và tăng dần 
mức độ cho đến cuối kỳ nuôi (ngày thứ 41). Mẫu tôm ở ngày 40 và tôm bệnh 
dương tính đốm trắng mức nặng (++), nhưng không bị nhiễm MBV. 
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Ao B3 trại 30 — 4 (Trại Vĩnh Hậu năm 1999), ngày thứ 52 phát hiện tôm cặp mé 
đóng rong và có dấu hiệu đốm trắng l¡ ti. Ngày thứ 58, tôm gần như bỏ ăn và rất 
ít vào sàng, tôm cặp mé thân màu hồng, đốm trắng thể hiện rõ trên vỏ kitin. 
Mức độ chết gia tăng nhanh cho đến khi kết thúc vào ngày nuôi 64. 


Hai ao tại Hiệp Phước (Nhà Bè năm 2001), xuất hiện tôm bị thối rữa hai 
mắt làm cho tôm mất khả năng định vị phương hướng, chúng bơi lờ đờ sát mặt 
nước, không ăn được và chết, tuy nhiên số lượng tôm bị chỉ vài con/ ao. Kết quả 
xét nghiệm cho thấy trên mẫu mắt tôm bị thối rữa có sự hiện điện của các nhóm 
vi khuẩn ø¡Örro gây bệnh. 


Nhận xét: 


Nhìn chung trên các ao được hệ thống trong giai đoạn, tôm chết do virus 
đốm trắng tăng lên hơn 8 lần so với tháng nuôi đầu (24 ao), có thể phân làm 3 
dạng, nhóm ao chết do virus đốm trắng, nhóm ao chết do virus đốm trắng và có 
thể công hưởng bởi virus đầu vàng và nhóm ao chết do hội chứng đỏ thân đốm 
trắng. Gần như tất cả các ao bị bộc phát bệnh đốm trắng chỉ tập trung trên các 
ao ở Trại 30-4 (Vĩnh Hậu - Bạc Liêu) năm 1999 và 2000. Tôm chết có độ tuổi từ 
36 - 56 ngày nuôi, nhiều nhất là độ tuổi 40 - 50 ngày nuôi. Có 2 trường hợp có 
ghi nhận dấu hiệu đốm trắng trên tôm nhưng ao chưa phát bệnh. 


Nhóm ao chết do hội chứng virus đốm trắng (11 ao), tôm chết với dấu hiệu 
đốm trắng trên thân (có 11 ao), tôm chết nhanh, tôm chết đi kèm với dấu hiệu 
nhiễm khuẩn nặng, đóng rong, bị mảng bám. Tôm chết với cường độ rất nhanh 
hoặc chết chậm (rải rác) sau đó tăng nhanh. Tôm bệnh chết bị nhiễm virus đốm 
trắng với cường độ nặng (++), 1 trường hợp nhiễm rất nặng, vài trường hợp tôm 
bị nhiễm MBV nhẹ (+) với tỷ lệ nhiễm 2ð - 75%. Tôm chết không có dấu hiệu 
đốm trắng trên thân (có 3 ao), tôm chết chậm đến trung bình đi kèm với đóng 
rong và mảng bám trên thân. Kết quả xét nghiệm cho thấy tôm bệnh chết bị 
nhiễm đốm trắng nặng (++). 


Nhóm ao chết do virus đốm trắng có ghi nhận dấu hiệu của bệnh đầu 
vàng (có 5 trường hợp), tôm chết rất nhanh và đi kèm với nhiễm khuẩn và 
nhiễm MBV nhẹ (+). Mẫu tôm chết nhiễm virus đốm trắng nặng (++). 


Có 5 trường hợp tôm chết do hội chứng đỏ thân đốm trắng, bệnh đỏ thân 
được khởi điểm là nhiễm khuẩn nặng sau đó thân tôm (nhất là phần dưới của 
thân) chuyển sang đỏ hồng, tất cả các trường hợp tôm bị đỏ thân tiếp ngay sau 
đó là bộc phát bệnh đốm trắng. 


Có 10 trường hợp tôm có dấu hiệu bị nhiễm MBV được ghi nhận trong giai 
đoạn này, tôm bị còi, chậm lớn, thân tôm sậm màu, trên thân có nhiều mảng 
trắng hình sao, trên lưng có dãy trắng, tấp mé vào buổi sáng. Không ghi nhận 
được trường hợp tôm chết do MBV gây nên. Tôm chậm lớn việc nhiễm MBV hầu 
như có thể xảy ra đối với bất cứ ao nào và ở bất cứ giai đoạn, tuy nhiên khuynh 
hướng chung là khi tôm càng lớn thì số trường hợp nhiễm MBV càng ít đi, cường 
độ nhiễm không khác nhau lắm. 
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Có 4 trường hợp tôm bị nhiễm khuẩn và đỏ thân, bệnh đỏ thân được khởi 
điểm là nhiễm khuẩn nặng sau đó thân tôm (nhất là phần dưới của thân) chuyển 


sang đỏ hông, ‹ các trường hợp này về sau tôm đều nhiễm đốm trắng và bộc phát 
bệnh. 


Tôm bị nhiễm khuẩn được ghi nhận khá nhiều ở giai đoạn này (22 ao) 
trong đó hầu hết các trường hợp đều đi kèm với mảng bám hoặc đóng rong. Tôm 
bị bệnh với dấu hiệu bị cụt râu, phổng hoặc mòn đuôi, phụ bộ hoại tử, tôm bị 
bệnh nặng có thể yếu hoạt động chậm, cặp mé và có thể chết. Tôm nhiễm khuẩn 
ở nhiều mức độ khác nhau và trong một số trường hợp gây chết rải rác ở các ao 
vào giai đoạn cuối tháng thứ II. Tôm bị nhiễm khuẩn là chỉ thị cho dấu hiệu môi 
trường ao nuôi bị nhiễm bẩn, sức khỏe tôm bị yếu đi, hơn hết nó là nguyên nhân 
khởi điểm cho các bệnh nguy hiểm (đỏ thân, đếm trắng) xảy ra sau đó. 


Một trường hợp tôm bị ký sinh trùng. Ký sinh trùng nhiễm trên tôm chủ 
yếu là trùng loa kèn đơn bào (Episfylis sp., và Vorficella). 


Tôm bị mềm vỏ có ð trường hợp, trong đó 2 trường hợp được ghi nhận 
nguyên nhân là do điều kiện môi trường nước ao xấu, 3 trường hợp cùng xảy ra 
với hôi chứng đốm trắng trên các ao có điểu kiện môi trường khá biến động. 


III.3. Sự xuất hiện của các bệnh thường gặp ở tháng nuôi thứ III 


Bảng 57: Kết quả ghỉ nhận về bệnh tích và tôm bộc phát bệnh tại hiện 


trường 
Ghi nhận về Số ao có dấu Số ao bộc Ghi chú 
hiệu bỉ nhiễm hát bệnh 

Hội chứng virus đốm trắng (WSSV) P2 2) 

Hội chứng đỏ thân đốm trắng 4 4 

Nhiễm khuẩn và đỏ thân 1 1 

Nhiễm khuẩn 12 Cặp mé chết 
Bệnh MBV 2 

Mềm vỏ bì 

Tôm bị mảng 13 


Đóng rong 9 


Bảng 56: Kết quả xét nghiệm mầm bệnh đốm trắng (WSSV) và MBV trên 
tôm ở giai đoạn 60 - 70 ngày 
ˆ“ 2=. :---.c ——.:.-.---............... 


=....: WSSV MBV 
NI 2026 Số mẫu định Số mẫu Số mẫu Tỷ lệ 
ỳ tôm bệnh nhiễm nhiễm (%) 
- 14/16 l4 4/16 
+ 2 1 12 10 — 60 
++ 0 2 0 
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Ao AI Trại 30 — 4 (Trại Vĩnh Hậu năm 2000), bệnh xảy ra lúc 63 ngày 
tuổi, sau khi xử lý GDA và thay nước, tôm chết với dấu hiệu nhiễm bệnh đốm 
trắng <15%, nhiễm khuẩn (cụt râu, phông đuôi) >40%, tỷ lệ đóng rong chiếm 
25%, tôm chết chậm và rải rác. Mẫu định kỳ 50 ngày tuổi không ghi nhận mầm 
bệnh đốm trắng trên tôm nuôi. Mẫu tôm thu hoạch (tôm bệnh) kết quả phân tích 
PCR 2 bước cũng cho kết quả âm tính. Điều này có thể khẳng định việc bùng nổ 
bệnh ở ao nuôi A1 có khả năng nguyên nhân chính không phải là do virus bệnh 
đốm trắng. Dựa vào hình thức tôm chết và biểu hiện bệnh thì có thể tác nhân vi 
khuẩn được xem là nguyên nhân chính gây chết tôm và kết hợp với việc tôm bị 
sốc do xử lý GDA và thay nước gây nên. Các yếu tố môi trường ao nuôi trước khi 
xảy ra dịch bệnh là tương đối ổn định, chỉ có độ trong tương đối cao (50-60 cm). 


Hai ao tại Hiệp Phước (Nhà Bè năm 2001), tôm yếu thân chuyển màu 
xanh đậm, tôm bị mềm vỏ (15%); một số cá thể rất yếu suy giảm khả năng tự 
làm sạch có mang chuyển sang màu hơi vàng (5%). Số lượng cá thể lột xác không 
cứng vỏ lại được, thân màu xanh dương đậm, không ăn được và bị chết tăng đến 
35% quần đàn vào ngày nuôi 70. Điều kiện thủy lý hóa của môi trường ao nuôi 
nhìn chung là rất kém, nước ao không có tảo, nước đục phù sa độ trong rất thấp 
(10 — 15 cm), độ kiểm rất thấp (30 - 40 mg CaCO/z/lít), oxy hòa tan luôn ở mức 
thấp (3,5 —- 5mg/lít), độ mặn <1%o. 


Nhận xét: 


Có 3 trường hợp ao nuôi bị bộc phát bệnh đốm trắ=z, tập trung trên các 
ao của khu nuôi Trại 30-4 (Vĩnh Hậu năm 1999 và năm 2000), tôm bị bệnh với 
dấu hiệu đốm trắng trên thân. Có 4 trường hợp tôm bị đỏ thân đốm trắng, tôm 
bị yếu cặp mé, bị nhiễm khuẩn, đóng rong, hay mảng bám, sau đó là đỏ thân và 
sau đó là đốm trắng xuất hiện gây chết nhanh. Kết quả xét nghiệm cho thấy tôm 
bị bệnh nhiễm virus đốm trắng nhẹ (+) đến khá nặng (++).Tôm bị bệnh ở độ tuổi 
62 - 66 ngày, 1 trường hợp là 90 ngày. Xét về điều kiện môi trường nuôi cho 
thấy các ao xảy ra bệnh đều có nhiều biến động về môi trường từ đầu vụ, giai 
đoạn trước khi tôm bệnh chất lượng nước ao thay đổi xấu đi, sau khi xử lý môi 
trường định kỳ và thay nước thì bệnh bộc phát. Có 1 trường hợp ao bị bệnh với 
sự hiện diện của tôm mang dấu hiệu của bệnh đốm trắng nhưng không thấy sự 
hiện diện của mầm bệnh trên tôm. Một trường hợp khác là tôm mang mầm bệnh 
đốm trắng với cường độ gia tăng đến nặng nhưng bệnh chưa bộc phát. 


Chỉ có 2 trường hợp được ghi nhận là tôm có dấu hiệu bệnh tích của MBV, 
mặc dù kết quả xét nghiệm cho thấy có đến 12 trường hợp tôm bị nhiễm MBV 
nhẹ (+), tỷ lệ nhiễm từ 10 — 60%. Điều này cho thấy khi tôm càng lớn thì biểu 
hiện bệnh của MBV không đặc trưng bằng các bệnh đỏ thân, nhiễm khuẩn hay 
đóng rong. 

Tôm bị nhiễm khuẩn được ghi nhận khá nhiều (12 ao), đặc trưng của giai 
đoạn này là tôm bị với biểu hiện nhiễm khuẩn (cụt râu, mòn đuôi, mòn chủy, 
phồng mang, phông đuôi) đi kèm với mảng bám (13 trường hợp), đóng rong (9 
trường hợp) tấp mé và chết rải rác. Cũng như các giai đoạn trước, bệnh đỏ thân 
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gắn liền với bệnh nhiễm khuẩn và sau đó là đốm trắng (chỉ có 1 trường hợp), 
nên có thể nói đỏ thân và đốm trắng có mối quan hệ khá chặt chẽ về mặt thời 
điểm xuất hiện và trong việc gây chết cho tôm nuôi ở các ao nuôi thương phẩm. 


Có ð trường hợp ghi nhận tôm bị mềm vỏ, 3 trường hợp tôm mềm vỏ xuất 
hiện rải rác trong ao. Ao nuôi tại Hiệp Phước (Nhà Bè năm 2001), tôm càng lớn 
khả năng lột xác và cứng vỏ càng yếu đi, số lượng tôm có màu xanh đậm bất 
thường tăng lên, tôm bị mềm vỏ thân màu xanh đậm, bỏ ăn và chết tăng rất cao 
(35% quần đàn ở ao A). Có 3 tác nhân chính được xem cộng hưởng gây ra hiện 
tượng tôm chết này, độ mặn thấp, độ kiểm thấp và nước rất đục đông thời nhiễm 
bẩn hữu cơ. 


IH.4. Bệnh thường gặp ở giai đoạn 90 - 120 ngày nuôi 


Bảng ð9: Kết quả ghi nhận về bệnh tích và tôm bộc phát bệnh tại hiện 


trường 
Ghi nhận về Số ao có dấu Số ao bộc Ghi chú 
hiệu bi nhiễm phát bệnh 
Hội chứng virus đốm trắng 2 3 
(WSSV) 
Nhiễm khuẩn và đỏ thân 4 Tấp mé và chết 
Nhiễm khuẩn B Bỏ ăn, tấp mé 
(1) và chết 
Mềm vỏ . 92 Thân màu xanh 
dương, ăn yếu 
Tôm bị mảng 3 


Đóng rong 2 


Bảng 60: Kết quả xét nghiệm mầm bệnh đốm trắng (WSSV) và MBV trên 
tôm ở giai đoạn 90 - 110 ngày 


mm... `... _ ÂẬẬâẬậậậ. 
- WSSV MBV 
Cường độ nhiễm NT? TA NGEERE TƯI TIRNGGEYT TT TGRSOXVEE=rTr ra 
Số mâu Số mâu 5õ mâu Tỷ lệ 
định kỳ tôm bệnh nhiễm nhiễm (%) 
- 8/10 2/5 6/12 
+ 2 0 4 10—- 40 


++ 0 B) 2 25-_- 30 

Ao nuôi tại Côn Cống (Tiền Giang năm 2000), ảnh hưởng của mưa làm tảo 

chết nhiều và dư lượng chất. thải làm ao nuôi bị nhiễm bẩn hữu cơ, đáy ao rất dơ 
làm cho tôm rất yếu và phần phụ bộ dưới thân chuyển màu đỏ hồng: tôm ăn 
chậm, kém linh hoạt, thân sậm tối, 15% tôm có dấu hiệu nhiễm khuẩn như bị cụt 
râu, mòn đuôi, mòn chủy, mang hồng đến đen, đặc biệt một số con lờ đờ mất cân 
bằng tấp mé và bất động rồi chết. Tôm bị nhiễm đốm trắng khá nặng (++) và 
nhiễm MBV nhẹ (+), tỷ lệ nhiễm 25%. Vụ nuôi được kết thúc ở ngày nuôi 110 khi 
mà điều kiện ao nuôi ngày càng xấu đi rất nhanh, lượng tôm cặp mé gia tăng và 
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tôm trong ao giảm ăn và chậm lớn. 
Nhận xét: 


Đặc trưng của môi trường ao nuôi giai đoạn này là thường thiếu oxy vào 
sáng sớm (3 — 6 giờ sáng), độ trong thấp, ví dụ: ao DI (Trại Bạc Liêu) độ trong 
<17 cm, ao thường nhiễm bẩn hữu cơ, đối với nuôi thâm canh thì đáy ao vào giai 
đoạn này tất cả các ao đều có đáy ao rất bẫn do sự lắng tụ của chất thải, lượng 
amonia trong nước vượt giới hạn và khí độc H;ạS được sinh ra nhiều ở lớp bùn 
đáy ao làm tôm thường bị stress và phụ bộ thường có màu đỏ hồng. 


Có 2 trường hợp tôm nhiễm mâm bệnh đốm trắng từ nhẹ (+) đến khá 
nặng (++), tuy nhiên tôm chết rải rác và không điển hình như bệnh đốm trắng 
- bộc phát, tôm chết bị mảng bám, nhiễm khuẩn, mềm vỏ, đóng rong tấp mé và 
chết. Tôm bệnh có độ tuổi 105 — 110 ngày nuôi. 


-Không có sự ghi nhận về tôm có dấu hiệu nhiễm MBV, tuy nhiên kết quả 
xét nghiệm vẫn cho thấy có 6 trường hợp tôm nhiễm MBV từ nhẹ (+) đến khá 
nặng (++), tỷ lệ nhiễm 10 — 40%. 


-Trong điều kiện như vậy thường là các ao luôn có tôm cặp mé buổi sáng 
với thân rất bẩn, nhiều mảng bám, cụt râu, mòn đuôi, chủy, phụ bộ, mang bị 
hồng, nâu hồng và có thể bị hoại tử; số lượng từ vài đến vài chục con. Có 5 
trường hợp ghi nhận là lượng tôm bị yếu, tấp mé với dấu hiệu nhiễm khuẩn nặng 
ngày càng gia tăng nhanh, đồng thời điều kiện môi trường ao nuôi khá xấu 
không thể duy trì hơn nữa nên phải thu hoạch. 


-Tôm chủ yếu bị một số tác nhân gây bệnh cơ hội (vi khuẩn, ký sinh 
trùng, nấm..) gây bệnh khi tôm bị yếu do bị stress liên tục do môi trường nuôi 
xấu đi. Có thể đây được xem như là tác nhân chính gây ra hiện tượng tôm chết 
rải rác ở giai đoạn này. 


IV. THẢO LUẬN 
IV.1. Bệnh thường gặp ở tháng nuôi thứ I 


Rất khó quan sát để ghi nhận các dấu hiệu bất thường trên tôm ở giai 
đoạn 10 ngày đầu vì kích thước tôm khá nhỏ. Trong tháng nuôi đầu có hai hiện 
tượng thường gặp trên tôm là sự phân đàn và kéo đàn của tôm. 


Sự phân đàn của tôm luôn xảy ra cho bất kỳ ao nuôi thâm canh nào, mức 
độ phân đàn nhiều hay ít xảy sớm hay không là tùy thuộc phần lớn vào chất 
lượng đàn giống, chất lượng nước ao ban đầu. Nguồn thức ăn tự nhiên cho tôm 
trong tháng nuôi đầu tiên hết sức quan trọng (chủ yếu là copepod và giáp xác 
nhỏ), nhất là các ao nuôi thả PL ¡;s -;o, đối với các ao nuôi gây màu không đạt 
vào giai đoạn nuôi đầu này thì hiện tượng phân đàn đến sớm và tỷ lệ phân đàn 
khá cao. Nhóm tôm nhỏ, chậm phát triển khả năng thích nghi và chống lại các 
stress môi trường kém tạo điều kiện cho mầm bệnh xâm nhập. 
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Hiện tượng tôm kéo đàn là hiện tượng thường gặp trên các ao nuôi được 
nghiên cứu, nó được ghi nhận như là hiện tượng sinh lý bình thường của tôm 
nuôi ở giai đoạn tuổi này, tôm kéo xảy ra cho cả ao có tôm khỏe hay không khỏe, 
cho ao có điều kiện môi trường tốt cũng như ao có điều kiện môi trường xấu. Tuy 
nhiên chưa có tài liệu nghiên cứu nào lý giải cho hiện tượng này. 

Các trường hợp tôm bị nhiễm ký sinh trùng trên mang rơi vào các ao nuôi 
sử dụng qui trình nước xanh, nước sau khi xử lý được thả cá rô phi, có khả năng 
cá là nguồn mang ký sinh trùng vào ao lắng và truyền sang ao nuôi và tảo và 
hữu cơ trong ao lắng tạo điều kiện cho bọn này phát triển. Tôm mới thả nên một 
số tôm chưa thích nghi được với môi trường mới (từ bể ương sang ao nuôi), bị 
stress, tạo điều kiện cho bọn này tấn công. Tuy nhiên số lượng ao được theo đõi 
tôm nhiễm ký sinh trùng quá ít nên nhận định chỉ là ghi nhận ban đầu. 


Một hiện tượng được ghi nhận gặp ở những ao nuôi có độ mặn cao, quản 
lý chất lượng nước ao không tốt dẫn đến hiện tượng nước ao bị phát sáng, có thể 
sau đó tôm cũng bị phát sáng. Có 4 trường hợp ao nuôi bị phát sáng, có 2 trường 
hợp ghi nhận là nước ao lắng bị phát sáng qua xử lý rồi đưa vào ao nuôi, 1 ao bị 
sự cố bờ làm nước bên ngoài xâm nhập vào và nước phát sáng ngay. Số ao bị 
phát sáng khá ít, ao bị phát sáng đa số có thể do sự cố kỹ thuật nên có thể nhận 
định nước ao hay tôm bị phát sáng trong ao không thường xảy ra. 


Tôm bị nhiễm khuẩn được ghi nhận sớm nhất là những ngày cuối tháng 
nuôi thứ nhất, tôm bị nhiễm khuẩn đồng nghĩa với việc nước ao bị bẩn và nhiễm 
bẩn hữu cơ, đôi khi kết hợp cùng với sự biến động của các yếu tố môi trường (pH, 
độ trong cao) làm cho tôm yếu đi và bị vi khuẩn tấn công. 

_, Tôm bị đỏ thân xuất hiện ở cuối tháng nuôi đầu tiên và đi kèm với tôm bị. 
nhiễm khuẩn. Trường hợp tôm bị đỏ thân này có thể là do vi khuẩn gây nên, 
khác với hội chứng “đỏ thân đốm trắng” làm tôm chết hàng loạt. Có thể xem nó 
là một dạng biểu hiện của bệnh nhiễm khuẩn và đây chỉ là một trường hợp riêng 
lẻ. | 

Qua theo dõi cho thấy tôm có thể bị nhiễm MBV ngay trong những ngày 
nuôi đầu, không những trên tôm có nguồn giống không kiểm tra mầm bệnh mà 
ngay cả trên tôm được kiểm tra; không những trên các ao cũ cải tạo lại mà có 
thể xảy ra đối với những ao mới. Tuy nhiên nhìn chung tôm bị nhiễm MBV chỉ ở 
mức nhẹ và tập trung chủ yếu là trên các ao cũ tại khu nuôi tập trung. Mầm 
bệnh MBV có thể xâm nhập qua 3 con đường chính, thứ nhất là qua con giống 
không kiểm tra mầm bệnh, thứ 2 là trong phân của tôm bị nhiễm của vụ trước 
tích tụ ở nên đáy ao cũ mà qua chuẩn bị ao không loại thải được, thứ 3 là do 
nguồn nước không xử lý triệt để. Điều này có thể giải thích được tại sao tôm có 
thể bị nhiễm MBV ngay những ngày đầu của vụ nuôi. 


Bệnh đốm trắng có thể xảy ra ngay trong tháng nuôi đầu tiên, sau 20 
ngày nuôi (Withyachumnarnkul, 1999), trường hợp sớm nhất được ghi nhận là 26 
ngày, Việc môi trường không phù hợp là yếu tố quan trọng thúc đẩy quá trình 
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bùng nổ dịch bệnh trên các ao nuôi tại khu này. Ngược lại nhóm ao sử dụng hóa 
chất xử lý nước không mang tính hủy diệt cao, ao ứng dụng qui trình nước xanh 
thì dễ dàng tạo sự ổn định màu nước ngay trong tháng nuôi đâu tiên. Bệnh bộc 
phát trong độ tuổi khá nhỏ, mầm bệnh được xác định trên tôm bệnh, trong khi 
mẫu tôm định kỳ gần nhất lại không phát hiện, điều này cho thấy tôm ở độ tuổi 
này, ở cả 3 trường hợp, virus xâm nhập và bộc phát khá nhanh. Trong khi 
nghiên cứu của Withyachumnarnkul (1999) cho thấy, ngay cả trên các ao có 
Postlarvae dương tính với virus đốm trắng tôm xuất hiện dấu hiệu đốm trắng 
trên thân ở giai đoạn tuổi trung bình là 40 ngày và bộc phát bệnh sau đó. 


Trong quần đàn tôm bị bệnh đốm trắng có ghi nhận tôm chết với đấu hiệu 
đầu vàng. Cho đến nay virus đầu vàng được xem như là tác nhân gây bệnh nguy 
hiểm đối với tôm sú không kém gì virus đốm trắng mặc dù tính phổ biến còn ít 
hơn. Độ tuổi được xem như là mẫn cảm của tôm đối với bệnh này 50 — 70, tuy 
nhiên bệnh có thể xảy ra sau 20 ngày nuôi (Gio-Po 2001). Tất cả các ao nuôi được 
theo dõi không có sự kiểm soát mầm bệnh đầu vàng trên nguồn giống thả nuôi, 
dấu hiệu bệnh tích được ghi nhận ở độ tuổi khá nhỏ, khả năng mầm bệnh từ con 
giống là khá lớn, tuy nhiên khả năng truyền từ nguồn nước cũng rất cao. Cùng 
xuất hiện khi bệnh đốm trắng bộc phát, có khả năng virus đầu vàng cộng hưởng 
với virus đốm trắng gây bệnh trên tôm. 


IV.2. Bệnh thường gặp ở tháng nuôi thứ II 


Hiện tượng phân đàn của tôm tăng lên về mức chênh lệch về kích cỡ 
trọng lượng cũng như tỷ lệ giữa các nhóm kích cỡ (nếu tôm ăn không đủ, chất 
lượng thức ăn không tốt hay quần đàn tôm bị nhiễm MBV thì sự phân đàn gia 
tăng). Đây là giai đoạn tuổi của tôm rất nhạy cảm với các yếu tố mầm bệnh, nhất 
là đối với virus (WSSV, YHV, MBV..); khả năng nhạy nhiễm với các mầm bệnh 
tăng lên khi tôm nuôi liên tục bị stress do sự biến động quá lớn của các yếu tố 
môi trường (Direkbusarakom & ctv, 1998; Lignot & ctv, 2000). 


% Máng bám 0à hý sinh trùng 


Ảnh hưởng của formaline xử lý định kỳ, trong hơn nửa tháng đầu hầu như 
không phát hiện thấy tôm bị mảng bám và ký sinh trùng, được ghi nhận là có 
xuất hiện ở giai đoạn cuối tháng nuôi với số trường hợp không lớn lắm. Tôm bị 
mảng bám thường là trên carapace, phần vỏ giáp của phần dưới thân, các mảng 
bám hữu cơ và kèm theo chủ yếu là Ep¿styi¡s và Vorticeliaz. Mặc dù không phải là 
tác nhân gây chết cho tôm nhưng chúng làm cho tôm giảm khả năng hô hấp, 
hoạt động khó khăn dẫn đến tôm yếu và bị các tác nhân gây bệnh nguy hiểm 
khác tấn công (Cruz-Larcierda 2001). Đóng rong hầu hết được ghi nhận trên các 
trường hợp tôm bị bộc phát bệnh đốm trắng cho thấy đây là tác nhân gây bệnh 
cơ hội, chúng gây nhiễm trên tôm khi mà khả năng làm sạch của tôm bị yếu đi 
(Sung & ctv, 2000). 


Các ao nuôi tảo bị chết hàng loạt vào giữa tháng nuôi thứ II và ao bị 
nhiễm bẩn hữu cơ nặng làm tôm yếu và bị mảng bám cùng với nhiễm khuẩn 
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tăng lên. Các ao nuôi có độ mặn thấp có thể tạo điểu kiện cho bọn này phát 
triển. 


% Bệnh nhiễm bhuẩn 


Nhìn chung thì tháng nuôi này các trường hợp ao có tôm bị nhiễm khuẩn 
tăng lên, đồng thời cường độ và tỷ lệ nhiễm khuẩn ở các ao cũng tăng, nhất là 
các ao nuôi có độ mặn thấp. Số trường hợp nhiễm khuẩn kết hợp với đỏ thân 
tăng lên khá nhiều, điều này cho thấy trong các ao nuôi thâm canh bệnh nhiễm 
khuẩn thường đi kèm với một bệnh khác (đóng rong và mảng bám, ký sinh 
trùng, đỏ thân, đốm trắng) tạo ra các trường hợp gọi là “hội chứng”. Số trường 
hợp tôm bị nhiễm khuẩn khi bệnh đốm trắng bộc phát rất cao cho thấy, khi tôm 
trong ao có tỷ lệ nhiễm khuẩn khá cao là sự báo hiệu khả năng bệnh đốm trắng 
bộc phát sau đó hoặc khi tôm yếu do virus thì vi khuẩn là tác nhân cơ hội tấn 
công làm tăng sự nguy hiểm cho tôm. Các trường hợp nhiễm khuẩn trên tôm 
thường thấy ở đây là do không hiệu quả trong việc loại bỏ chất bẩn dẫn đến sự 
quá ngưỡng của các chất phân hủy, môi trường xuống cấp, gây cho tôm bị sốc dẫn 
đến việc tôm bị nhiễm bệnh (Kautsky & ctv, 2000). 


Bệnh trên mắt tôm sú đã được nghiên cứu, hai tác nhân đã được xác định 
là vi khuẩn và virus (Smith, 2000). Tôm bị hoại tử hai mắt làm cho tôm mất khả 
năng định vị phương hướng, chúng bơi lờ đờ sát mặt nước, không ăn được và 
chết, tuy nhiên số lượng tôm bị chỉ vài con. Với triệu chứng hoại tử và số lượng 
chết ít thì khả năng do vi khuẩn gây bệnh là lớn nhất. Kết quả xét nghiệm cho 
thấy trên mẫu mắt tôm bị thối rữa có sự hiện diện của các nhóm vi khuẩn uibrio - 
gây bệnh. 


Bệnh mêm uỏ 


Trên mô hình nuôi thâm canh rất khó xảy ra trường hợp tôm bị mềm vỏ. 
Nguyên nhân gây nên hiện tượng, bao gồm độ mặn thấp, thiếu dinh dưỡng, 
nhiễm thuốc trừ sâu (Lightner 1996), được hạn chế gần như tối đa trên mô hình 
nuôi này. Trường hợp xảy ra trên tôm nuôi ở ao nước ngọt, độ kiểm và độ mặn 
rất thấp (Chanratchakool & ctv, 1998). 


® Bệnh đỏ thân 


Qua theo dõi cho thấy, bệnh xuất hiện riêng lẻ là khá hiếm hoi mà 
thường đi kèm với nhiễm khuẩn và/hoặc đốm trắng. Các trường hợp đỏ thân xuất 
hiện riêng lẻ kèm theo sự biến đổi khối gan tụy đã được ghi nhận, gan tụy bị 
sưng hay bị hoại tử , các trường hợp đều bị bộc phát bệnh đốm trắng một thời 
gian ngắn sau đó. Điều này cho thấy, rất có thể đây là một trường hợp biểu hiện 
khác của tôm khi xảy ra hội chứng đỏ thân đốm trắng. 


%® MBV 


Số trường hợp tôm bị nhiễm MBV giảm rõ rệt theo từng kỳ, trong khi tỷ 
lệ và cường độ nhiễm MBV không có sự khác biệt lắm so với tháng thứ nhất, 
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điều này có thể là khả năng để kháng đối với MBV có tăng lên ở tôm có độ tuổi 
lớn hơn, hay khả năng loại thải các tế bào bị nhiễm và phục hổi của tôm tăng 
lên. Điều này giải thích được hiện tượng tôm nuôi có mức độ tăng trưởng trở lại 
bình thường so với mức tăng trưởng chậm ở tháng nuôi đầu tiên. Mẫu tôm bị 
bệnh đốm trắng thường đi kèm với nhiễm MBV nhẹ, MBV đóng vai trò như thế 
nào trong các trường hợp ao bị bộc phát bệnh đốm trắng xảy ra vẫn chưa biết 
được, nhưng có thể MBV gây ra một phần sự suy yếu cho tôm. Ao có độ mặn 
thấp, độ trong cao, oxy thấp là những yếu tố gây stress liên tục làm tôm dễ 
nhiễm một số tác nhân gây bệnh thông thường và chậm lớn. 


+ Bệnh đốm trắng uà hội chứng đỏ thân- đốm trắng 


Đây là giai đoạn được xem là độ tuổi mẫn cảm nhất của tôm sú đối với 
WSSV (Lightner 1996; Lio-Po 2001). Số trường hợp tôm chết do bệnh đốm trắng 
được ghi nhận là cao nhất trong suốt chu kỳ nuôi với dấu hiệu lâm sàng điển 
hình nhất, và kết quả theo dõi cho thấy hầu hết là bị nhiễm virus đốm trắng khá 
nặng. 


Qua biểu hiện và dấu hiệu bệnh được ghi nhận khi ao bộc phát bệnh khá 
điển hình, nhìn chung thuộc 3 nhóm chính, nhóm ao chết do virus đốm trắng có 
hay không có dấu hiệu đốm trắng trên thân, nhóm ao chết do virus đốm trắng và 
có thể công hưởng bởi virus đầu vàng và nhóm ao chết do hội chứng đỏ thân đốm 
trằng. 


Số ao có tôm bị chết tập trung trên các ao thuộc khu nuôi tập trung (Trại 
30-4, Vĩnh Hậu - Bạc Liêu), các ao nuôi ở đây xây dựng sát nhau, đều là ao cũ đã 
trải qua nhiều vụ nuôi và cải tạo với hóa chất hủy diệt mạnh, có ao bị rò rỉ, các 
ao không được kiểm nghiệm mầm bệnh trên con giống, hầu hết các ao có sự biến 
động khá lớn của các yếu tố môi trường ở giai đoạn trước khi xảy ra bệnh. Điều 
này cho thấy nguy cơ nhiễm bệnh trên tôm thường tăng lên khi tăng số vụ nuôi 
và tăng mật độ nuôi, mật độ ao dày sẽ tạo điều kiện thuận lợi cho mầm bệnh lây 
lan giữa các ao (Kautsky& ctv, 2000). 


Việc chuẩn bị ao chưa tốt dẫn đến hậu quả là độ trong rất cao gây stress 
rất lớn và thiếu hụt nguồn thức ăn tự nhiên cần thiết cho tôm ở giai đoạn hơn 1, 
5ð tháng đầu, hậu quả là tôm yếu và khó phục hồi nhanh ở giai đoạn kế tiếp, giai 
đoạn mẫn cảm với đốm trắng, làm tôm rất dễ nhiễm mâm bệnh và bộc phát 
bệnh. Các ao nằm kể cận nhau với hệ thống bờ bao không đảm bảo chống rò rỉ, 
điều hành vệ sinh dịch tễ giữa các ao nuôi không đảm bảo là những nguy cơ rất 
lớn cho việc lây nhiễm mầm bệnh từ ao này sang ao khác. 


Trong nhóm ao còn lại, tôm nhiễm khuẩn kết hợp đỏ thân chuyển sang 
đốm trắng. Trường hợp tôm bị đỏ thân, đều là các ao nuôi tại Trại 30-4 (Vĩnh 
Hậu), bệnh đỏ thân được khởi điểm là nhiễm khuẩn nặng sau đó thân tôm (nhất 
là phần dưới của thân) chuyển sang đỏ hông, sau đó lan toàn thân với đốm trắng 
xuất hiện trên thân. Bệnh đỏ thân là khởi điểm cho bệnh đốm trắng bộc phát 
trong ao, tất cả các trường hợp tôm bị đỏ thân tiếp ngay sau đó là nhiễm và bộc 
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phát bệnh đốm trắng. 


Một trường hợp có thể là hội chứng đỏ thân đốm trắng đã được mô tả khá 
chỉ tiết, ở ngày nuôi thứ 17 bắt đầu xuất hiện một số tôm có khối gan tụy bất 
thường, gan tụy chuyển sang hồng và sưng to hơn bình thường, tiếp theo tôm bị 
đỏ thân và đốm trắng với khối gan tụy sưng to làm tôm chết. Sự khác biệt được 
nhận thấy khá rõ ràng là khối gan tụy biến đổi bất thường ở độ tuổi khá nhỏ, 
kết quả xét nghiệm chỉ dừng lại ở mức MBV nhẹ, có thể là một tác nhân nào 
khác gây nên hiện tượng này ở giai đoạn đầu, sau đó là đỏ thân và đốm trắng. 


Các ao bị thiệt hại do đốm trắng nằm trong khu nuôi tập trung, các ao 
đều đã nuôi nhiều vụ và nhiều lần dịch bệnh đốm trắng xảy ra trên qui lớn; hơn 
nữa khu nuôi nằm trong vùng nuôi mật độ ao nuôi khá dày nên khu nuôi bị ảnh 
hưởng rất lớn về nguồn nước nhiễm bẩn và các sinh vật mang mầm bệnh có thể 
tồn tại sẵn trong khu nuôi hay từ bên ngoài có thể xâm nhập vào bất cứ lúc nào. 


Trong tháng nuôi thứ hai điển hình là tôm nuôi bị chết do dịch bệnh đốm 
trắng, tuy nhiên vẫn ghi nhận được tôm chết có kèm theo dấu hiệu lâm sàng của 
bệnh đầu vàng, với tỷ lệ cao hơn so với các trường hợp của tháng thứ nhất, các 
trường hợp được ghi nhận ở độ tuổi >50 ngày (Lio-Po 2001). 


IV.8. Bệnh thường gặp ở tháng nuôi thứ III 
 Mảng bám, đóng rong 0à ký sinh trùng 


Tất cả các ao đều ghi nhận trường hợp tôm bị mảng bám, một số nhỏ 
trường hợp tôm bị đóng rong và ký sinh trùng. Áp lực sinh học khi sinh khối 
tôm trong các ao tăng cao, lượng thức ăn thừa lớn, phân và sản phẩm của quá 
trình phân hủy hữu cơ tích lũy trong nước ao và nền đáy ao thông qua các vi sinh 
vật phân hủy và các quá trình phân giải tạo ra các sản phẩm như amonia, 
nitrite, nitrate và phốt pho. Một số trong chúng gây độc làm tảo chết điều này 
dẫn đến gây stress và chết cho tôm nuôi qua sự nhiễm mầm bệnh, thiếu oxy 
(Fast and Menasta 1998). 


%® Bệnh nhiễm khuẩn 


Giai đoạn này bệnh nhiễm khuẩn nhìn chung là tương đối phổ biến hơn 
và xuất hiện hầu như suốt thời gian trong tháng với cường độ khác nhau tùy 
thuộc nhiều vào điều kiện xấu hay tốt của nước ao (chủ yếu là mức nhiễm bẩn 
hữu cơ) mà cường độ nhiễm có thể nặng hay nhẹ. Tôm bị nhiễm các sinh vật 
bám trở nên nhiều và nghiêm trọng khi mà sức khỏe tôm bị yếu đi và các điều 
kiện môi trường nuôi trở nên xấu (Silva-Krott 1997). 


Nhóm các ao tôm bị nhiễm khuẩn đi cùng với hội chứng đỏ thân đốm 
trắng. Yếu tố môi trường bất lợi cộng thêm với sự suy giảm khả năng đề kháng 
của cơ thể tôm do nhiễm virus đốm trắng tạo điểu kiện cho tác nhân vi khuẩn 
tấn công, cũng có thể tôm bị yếu và nhiễm vi khuẩn làm cho sức khỏe tôm yếu 
hơn dẫn đến việc bị virus tấn công gây bệnh bộc phát. 
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® Bệnh mệm uỏ 


Hầu như trên các ao theo dõi còn lại trường hợp tôm bị mềm vỏ rất ít 
được ghi nhận, nếu có chỉ là vài cá thể được phát hiện trong mỗi quần đàn. Chủ 
yếu của các trường hợp tôm nhỏ hay yếu, ăn yếu, sức khỏe yếu dẫn đến vỏ mềm. 
Tuy nhiên một trường hợp khá riêng biệt được ghi nhận trên 2 nuôi có độ mặn 
khá thấp tại Hiệp Phước-Nhà Bè. Điều kiện môi trường ao nuôi có khả năng là 
nguyên nhân chính gây nên hiện tượng này (nước đục phù sa không có tảo, đặc 
biệt độ kiểm và độ mặn rất thấp). Các yếu tố bất lợi của môi trường nước nói 
trên tác động mạnh mẽ đến tôm, gây sốc cho tôm liên tục trong thời gian rất dài 
(từ ngày nuôi trở đi), nhất là độ mặn và độ kiểm thấp ảnh hưởng rất lớn đến 
quá trình cân bằng áp suất thẩm thấu (Bainy 2000), quá trình lột xác của tôm 
làm cho tôm yếu, lột xác khó khăn, vỏ cứng rất chậm hay cứng không hoàn toàn 
và một số lớn tôm toàn thân chuyển màu xanh đậm. 


+ MBV 


Ở hai tháng nuôi sau của vụ nuôi, MBV có thể nói là hầu như tác động 
không rõ ràng đến sức khỏe tôm nuôi. Số trường hợp ghi nhận là có biểu hiện 
bệnh giảm rất nhiều, đồng thời số trường hợp nhiễm mầm bệnh cũng có khuynh 
hướng giảm rõ rệt so với 2 tháng nuôi đầu. 


+ Bệnh đốm trắng uàè hội chứng đỏ thân uà đốm trắng 


Hội chứng đỏ thân đốm trắng xảy ra trên các ao nuôi tại Trại 30-4 năm 
1999, tôm bị bệnh ở độ tuổi mẫn cảm với đốm trắng (60 - 65 ngày tuổi) và chết 
rất nhanh. Cũng giống như các trường hợp của tháng nuôi thứ hai, bệnh gây 
thiệt lớn cho vụ nuôi. Các trường hợp bị bộc phát là sau khi xử lý hóa chất mạnh 
và thay nước, có thể sự thay đổi độ ngột của điều kiện môi trường gây sốc nặng 
và mâm bệnh đốm trắng đã nhiễm trên hay có sẵn trong ao xâm nhập và bộc 
phát ngay tại thời điểm tôm yếu. 


Trường hợp ghi nhận tôm bộc phát bệnh đốm trắng và gây thiệt hại cho 
ao nuôi, tôm bệnh không phát hiện được mầm bệnh đốm trắng, trường hợp này 
có khả năng là một tác nhân gây bệnh khác gây nên. Dựa vào hình thức tôm 
chết và biểu hiện bệnh thì có thể tác nhân vi khuẩn được xem là nguyên nhân 
chính gây chết tôm và kết hợp với việc tôm bị sốc do xử lý GDA và thay nước 
gây nên. 

Nhìn chung thì bệnh đốm trắng bộc phát ở khu nuôi tập trung, nếu so về 
tỷ lệ thì có giảm so với tháng nuôi thứ hai, một điểm cần lưu ý là hầu hết các 
trường hợp bộc phát bệnh đều ở độ tuổi <65 ngày. 

IV.4. Bệnh thường gặp ở tháng nuôi thứ IV 


Trong môi trường nước tích lũy nhiều hữu cơ hòa tan, tảo phát triển rất 
dày, độ trong khá thấp (thường <20cm) và amonia vượt quá ngưỡng cho phép 
nhiều lần. Tôm giai đoạn này đạt kích cỡ thương phẩm (2ð - 35 g/con) nên rất 
khó nhiễm các bệnh nguy hiểm (đốm trắng, đầu vàng), giai đoạn này việc quan 
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trọng của người quản lý ao là quản lý thức ăn và khống chế môi trường, công tác 
phòng ngừa địch bệnh trở nên thứ yếu. 


Chất lắng tụ của ao nuôi chứa rất nhiều chất hữu cơ hòa tan, hợp chất 
độc, vi khuẩn, ký sinh trùng, các thể virus cũng như rất nhiều các dạng mang 
virus đốm trắng, tất cả chúng là những yếu tố sẵn sàng gây hại cho tôm nuôi 
(Wang & ctv, 1998). 


% Mảng bám uà ký sinh trùng 


Tôm bị mảng bám kết hợp với nhiễm khuẩn thường gặp ở hầu hết các 
trường hợp với tỷ lệ nhiễm không cao. Ao nuôi bị nhiễm bẩn hữu cơ khá nặng, 
tôm yếu khả năng tự làm sạch giảm có khả năng là nguyên nhân dẫn đến hiện 
tượng này. 


®% Bệnh nhiễm bhuẩn 

Nhìn chung giai đoạn này các trường hợp tôm bị nhiễm khuẩn vẫn xảy ra 
ngay trên những ao tôm bình thường. Trong điều kiện tôm bị khá nhiều stress ở 
giai đoạn này có thể là nguyên nhân chính dẫn đến tôm yếu và giảm khả năng 
tự làm sạch nên dẫn đến hiện tượng này. Ở tháng nuôi này bệnh nhiễm khuẩn 
kết hợp với mảng bám, đóng rong là khá phổ biến và gây chết tôm. Tuy nhiên số 
cá thể bị chết là những con yếu trong quần đàn, số này chiếm tỷ lệ không đáng 
kể. 
+ MBV 


MBV có thể nói là hầu như tác động không rõ ràng đến sức khỏe tôm 
nuôi. Số trường hợp ghi nhận là có biểu hiện bệnh giảm rất nhiều, đồng thời số 
trường hợp nhiễm mâm bệnh cũng có khuynh hướng giảm rõ rệt so với 2 tháng 
nuôi đầu. 


s 


* Bệnh đốm trắng uà hội chứng đỏ thân-đốm trắng 


Nhìn chung trên các ao theo dõi giai đoạn này tôm không chết do bộc 
phát bệnh đốm trắng, chết hàng loạt, chỉ ghi nhận trường hợp tôm yếu và bị tấp 
mé với số lượng rất ít cá thể có mang dấu hiệu đốm trắng. Tôm chủ yếu bị một 
số tác nhân gây bệnh cơ hội (vi khuẩn, ký sinh trùng, nấm..) gây bệnh khi tôm 
bị yếu do bị stress liên tục do môi trường nuôi xấu đi. Có thể đây được xem như 
là tác nhân chính gây ra hiện tượng tôm chết rải rác ở giai đoạn này, khi áp lực 
môi trường phải thay nước khá nhiều, virus đốm trắng xâm nhập vào ao và gây 
bệnh trên các cá thể yếu. 


V. TÓM TẮT CÁC BỆNH THƯỜNG GẶP TRÊN TÔM SỨ VÀ BIỆN PHÁP 
PHÒNG TRỊ 


V.1. Tôm kéo đàn ven bờ gần mặt nước 


Tập tính tôm sú là sống ở tâng đáy. Trong quá trình nuôi nếu thấy tôm 
bơi ở gần mặt nước là dấu hiệu cần được lưu ý xử lý. Các nguyên nhân có thể gây 
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nên hiện tượng này bao gồm: 
* Các nguyên nhân không cần xử lý: 


- Tập tính kéo đàn sau khi thả giống khoảng hai tuân: tôm sẽ kéo đàn 
trong vòng vài ngày rồi sẽ xuống đáy. Các ao được chuẩn bị và thả giống tốt 
không thấy hiện tượng kéo đàn khi tôm nhỏ thường cho tỷ lệ sống của tôm rất 
cao (trên 70%). 


- Tôm kéo đàn ở những ao phủ bạt bờ: tôm thường bơi vòng quanh bờ vào 
ban đêm. 


- Tôm nổi lên gần mặt nước để bắt mỗi: trường hợp vùng nuôi có nhiều 
côn trùng tụ đèn vào ban đêm và rớt xuống ao sẽ thấy tôm bơi gần mặt nước vào 
ban đêm để bắt mỗi. 


* Các nguyên nhân cần xử lý: 


- Tôm kéo đàn do nước trong: tôm thường lẩn tránh ánh sáng trực tiếp. 
Các ao nước có độ trong trên 50 cm không tạo đủ bóng râm cần thiết cho tôm 
vào ban ngày nên tôm thường kéo đàn vào lúc nắng. Tôm vận động nhiều sẽ tiêu 
hao nhiều năng lượng ảnh hưởng không tốt đến tốc độ tăng trưởng và do đó làm 
tăng hệ số chuyển hóa thức ăn (FCR). Các nguyên nhân khó gây màu nước có thể 
là: chế độ bón phân không hợp lý ở tháng nuôi thứ nhất đối với các ao có cho ăn; 
ao bị ảnh hưởng của phèn nhôm với biểu hiện pH nước thấp hơn 6; ao bị ảnh 
hưởng của rong đáy với biểu hiện pH nước trên 9. 


- Tôm kéo đàn do thiếu thức ăn: hiện tượng này thường xảy ra sau khi cho 
tôm ăn khoảng hai tiếng. Không nên đặt sàng kiểm tra thức ăn cố định một vị 
trí sẽ bị tích tụ chất bẩn tại nơi đặt sàng. Trong trường hợp này tôm sẽ vào ăn 
trong sàng rất ít làm cho sàng còn thừa nhiều thức ăn trong khi thực tế thức ăn 
tôm ở khu vực ngoài sàng bị thiếu. 


- Tôm kéo đàn do đáy ao bẩn: đáy ao bẩn sẽ sinh các sản phẩm gây độc 
cho tôm như là khí NHạ trong điều kiện hiếu khí và khí H;S trong điều kiện ky 
khí. Các khí độc sản sinh nhiều làm tôm không thể cư trú tại đáy ao mà phải bơi 
lên gần mặt nước. Hiện tượng này thường thấy sau tháng nuôi thứ ba cùng với 
dấu hiệu tôm bị nhiễm khuẩn (cụt râu, cụt đuôi, đỏ thân) và vỏ bị bẩn. Cần phải 
cải thiện hiện tượng đáy ao bị bẩn bằng các giải pháp: tăng cường xử dụng các 
chất hấp thụ khí độc (Zeolite, daimetyl hạt, ..) hoặc phải xiphon đáy ao giữa vụ 
nuôi. Có thể tránh được hiện tượng đáy ao quá bẩn vào giữa vụ nuôi bằng các 
giải pháp tổng hợp như: dọn tẩy sạch đáy ao trước mỗi vụ nuôi, gây màu nước tốt 
để tránh lab lab hoặc rong nhớt phát triển làm bẩn đáy ao, quản lý tốt thức ăn 
tôm. 


V.2. Biểu hiện phân trong ruột tôm (Hình 54 - PB màu) 


Trong điều kiện bình thường đường ruột trên lưng tôm luôn chứa đẩy 
phân và liên tục. Các biểu hiện bất thường về phân trong ruột tôm cần lưu ý khi 
kiểm tra sàng ăn: 
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Trên 20% tôm có ruột rỗng là biểu hiện tôm bỏ ăn thường đo nước ao 
nhiễm bẩn hữu cơ gây thiếu oxy hòa tan kéo dài hoặc nhiệt độ nước ao dưới 25°C 
hoặc tôm bị bệnh ở giai đoạn nghiêm trọng. Trong trường hợp nhiệt độ nước 
thích hợp nếu thay 20-30% nước ao mà không cải thiện được tình hình thì nên 
thu hoạch khẩn cấp. 


- Ruột tôm trống ở đoạn đầu: tôm không bắt mỗi trong khoảng hai tiếng 
trước lúc kiểm tra sàng. Có hai trường hợp có thể xảy ra: 


+ Sàng còn thừa nhiều thức ăn và hầu hết tôm có ruột trống ở đoạn đầu: 
Trường hợp này thường xảy ra khi lượng oxy hòa tan trong ao nuôi xuống dưới 3 
mg/1 trong thời gian tắt quạt nước cho tôm ăn. Cần bổ sung thêm quạt nước hoặc 
sục khí để đảm bảo lượng oxy hòa tan đạt khoảng 6 mg/1 trước khi tắt quạt cho 

tôm ăn hoặc cần phải thay nước thường xuyên hơn. 


+ Bàng hết thức ăn và một tỷ lệ thấp tôm có ruột trống ở đoạn đâu: Định 
lượng thức ăn thiếu ở lần cho ăn trước. 


- Ruột tôm trống ở đoạn cuối: tôm vừa bắt môi lại trong khoảng hai tiếng 
và trước đó không bắt mỗi. Nguyên nhân là lần cho ăn trước lần vừa mới cho ăn 
định lượng thức ăn thiếu hoặc trước đó tôm bỏ ăn do các điều kiện gây sốc như 
là: xử lý hóa chất, thiếu oxy hòa tan... 


- Phân tôm trong ruột bị đứt khoảng, phân trắng: Tôm bị rối loạn tiêu hóa 
do các độc tố trong thức ăn bị ẩm mốc hoặc quá hạn sử dụng; các độc tố của tảo 
độc trong ao. Không được cho tôm ăn thức ăn quá hạn sử dụng, bảo quản thức ăn 
nơi thông thoáng và khô ráo; tăng cường các giải pháp cải thiện chất lượng nước. 

- Phân tôm có màu đỏ: nếu ao có nhiều giun nhiều tơ màu đỏ là thức ăn 
rất tốt cho tôm và khi tôm ăn loại giun này sẽ có phân màu đỏ. Ngoài ra là do 
tôm ăn xác tôm chết ở đáy ao cần phải được nhận biết để có hướng xử lý. 

(xem hình 55 - PB màu). 

Nhìn chung phân tôm trong sàng ăn khi kiểm tra có nhiều và dài liên tục 

phản ánh tình trạng sức khỏe tôm tốt. 


V.3. Bệnh mềm vỏ (tôm xanh) (Hình 56 - PB màu) 


Tôm bình thường vỏ có màu tươi sáng và hơi xanh lá cây. Tuy nhiên khi 
tôm vừa lột xác xong vỏ tôm bị mềm và có màu xanh đa trời đậm trong một thời 
gian ngắn, nếu hiện tượng này kéo dài thì là dấu hiệu bất thường có thể do các 
nguyên nhân: 


- Nguồn nước bị nhiễm dư lượng thuốc trừ sâu nông nghiệp. Trong trường 
hợp này tôm của cả vùng nuôi có độ mặn nước phù hợp sẽ bị mềm vỏ. 


- Nước nuôi có độ mặn quá thấp < 5%. 


- Thức ăn kém phẩm chất, thức ăn bị nấm mốc. Trường hợp này cũng gây 
hiện tượng rối loạn tiêu hóa làm phân tôm bị đứt khoảng. 


- Cho ăn thiếu: Ở những ao nuôi tôm mật độ cao trên 20 con/m? có hệ số 
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thức ăn dưới 1,4 sẽ có một tỷ lệ rất nhỏ tôm bị suy dinh dưỡng từ sau tháng nuôi 
thứ hai. Những tôm suy dinh dưỡng này thường cặp mé ao vào giai đoạn lột xác 
nên được vớt loại. 


- Đất có pH và hàm lượng phosphate trong nước thấp. 
V.4. Bệnh đóng rong (mảng bám) (Hình 57 —- PB màu) 


Tôm bị bệnh đóng rong hoặc mảng bám thường xảy ra trong điều kiện 
môi trường nước ao nuôi có nhiều biến động bất lợi như: không kiểm soát được 
màu nước, biến động pH nước trong ngày lớn (trên 0,7), nước có độ mặn thấp 
(dưới 5 %2). 


Bệnh đóng rong có thể gây chết cho tôm nuôi dưới một tháng tuổi do bị 
dính vỏ lột. Đối với tôm lớn nếu cải thiện được chất lượng nước nuôi thì hiện 
tượng đóng rong sẽ không tái diễn lại sau khi tôm lột xác. 


* Phòng bệnh: duy trì tốt màu nước trong ao ở độ trong 25-45 cm. 


* Trị bệnh: formol 10-20 mg/1 hoặc BKC 0,5-0,7 mg/1. Không nên xử lý 
BKC khi tôm nuôi chưa đạt hai tháng tuổi vì sẽ ức chế tảo trong thời gian dài. 


V.5. Bệnh trên mang tôm (Hình 58 —- PB màu) 


Các tác nhân ảnh hưởng đến chức năng hô hấp của mang tôm đều có thể 
dẫn đến các hậu quả nghiêm trọng làm suy yếu tôm nuôi. Tôm sẽ dễ bị nhiễm 
bệnh và các bệnh tiêm ẩn sẽ bùng phát nhanh với mức thiệt hại cao. 


* Mang tôm bị bám phèn (Hình 59, 60 - PB màu) 


Các ao nuôi có hiện tượng xì phèn sắt có nước ao bị đục bởi các chất lơ 
lửng tạo ra từ lượng phèn sắt được oxy hóa. Nước ao bị vàng đục và các bợn phèn 
sẽ bám vào mang tôm làm cản trở chức năng hô hấp của mang. 


* Phòng bệnh: Tránh hiện tượng ao bị xì phèn do phơi nắng quá lâu. 
Trong trường hợp phèn vàng đã bị xì lên trên thì cần phải tháo rửa sạch phèn 
trước, sau đó bón vôi và lấy nước vào nuôi. 


* Mang đổi đen do đáy œo bẩn 


Chất hữu cơ tích lũy lâu ngày và ngấm sâu xuống đáy ao ở điều kiện 
không có oxy sẽ bị phân hủy sinh nhiều khí HS rất độc đối với tôm. Mang tôm 
bị đen là do tiếp xúc nhiều với khí H;S. Khi thấy hiện tượng này xảy ra ở ao 
nuôi là dấu hiệu cần phải thu hoạch sớm. Các biểu hiện đầu mút chân bò của tôm 
đổi màu nâu sậm hoặc vỏ tôm bị các đốm đen lọ nồi là các dấu hiệu sớm của hiện 
tượng đen mang sẽ xảy ra. 


* Phòng bệnh: Dọn tẩy ao sạch trước khi thả giống. Đối với nuôi tôm 
thâm canh mỗi năm nên cày xới và phơi nắng đáy ao nhằm oxy hóa chất hữu cơ 
ngấm trong nên đất. Nuôi ghép cá rô phi để giảm ô nhiễm hữu cơ là giải pháp có 
hiệu quả cao. Một số chế phẩm hấp thụ khí H;S như De-odorase, zeolite, .. có thể 
được dùng như là giải pháp tình thế tốn kém để kéo dài vụ nuôi thêm khoảng 2- 
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3 tuần. 
Mang tôm bị hý sinh ăn mòn 


Mang tôm bị ăn mòn do các loại ký sinh trùng hoặc vi khuẩn dạng sợi. 
Tôm bị khó hô hấp nên thường trồi lên gần mép nước. Khi thấy tôm cặp mé cần 
kiểm tra mang tôm kỹ để phân biệt giữa bệnh do ký sinh trùng ít nguy hiểm và 
các bệnh truyền nhiễm nguy hiểm như bệnh đốm trắng, đầu vàng, hoại tử gan 
tụy. Nước ao bị đục lâu ngày do các chất rắn lơ lửng thì mang tôm sẽ dễ bị nhiều 
ký sinh trùng chuyển sang màu nâu và bị ăn mòn. 


* Phòng bệnh: Giữ được màu nước với tảo phát triển tốt sẽ hạn chế được 
hiện tượng nước bị đục. 


* Trị bệnh: formol 15-20 ppm, formalan (dùng theo hướng dẫn). 
V.6. Bệnh nhiễm khuẩn 


Có hai loại nhiễm khuẩn thông thường là nhiễm khuẩn ăn mòn vỏ kitin 
bên ngoài và nhiễm khuẩn phá hủy hệ gan tụy. 


Nhiễm khuẩn ăð:: ;uòn uỏ bitin (Hình 65 — PB màu) 


Đây là bệnh dễ phát hiện và gây thiệt hại không lớn nếu được phòng trị 
kịp thời. Dấu hiệu ban đầu của bệnh là hiện tượng cụt râu. Lưu ý râu bị cụt do 
khuẩn ăn mòn có chấm đen ở đầu mút của râu cần phân biệt với râu bị đứt do cơ 
học (bắt, vướng sàng, vướng chài) sẽ không có chấm đen ở đầu. Cùng lúc đó mép 
vẩy râu và vẩy đuôi bị nhạt màu, phông bóng nước to hơn và nơi đó sẽ bị khuẩn 
ăn mòn. Chỗ bị ăn mòn sẽ được phục hồi sau khi tôm lột xác nếu hiện tượng 
nhiễm khuẩn không tái diễn. Tôm thu hoạch bị khuẩn ăn mòn chân đuôi và vẩy 
râu được người thu mua gọi là hiện tượng “sâu đuôi”. Giá thu mua tôm bị sâu đuôi 
sẽ thấp hơn bình thường từ 10-30%. (Hình 66, 67, 68 - PB màu) 


* Phòng bệnh: Cần tạo được phần diện tích đáy ao sạch có mức nước trên 
0,7 m để tôm vùi khi lột xác để tránh tái nhiễm khuẩn trở lại. Dọn tẩy ao sạch 
trước khi thả giống là góp phần tích cực để phòng bệnh nhiễm khuẩn. 


- Đối với nuôi tôm quảng canh hình thức mương trảng thu tỉa thả bù khi 
tôm có biểu hiện khuẩn ăn mòn nhiều là dấu hiệu cần phải sên vét lại hệ thống 
mương. 


- Đối với nuôi thâm canh cần bố trí hệ thống quạt nước phù hợp để tạo 
được ít nhất 60% diện tích đáy ao sạch. Nếu cần thiết phải hút bùn giữa vụ nuôi. 


* 7; bệnh: Các hóa chất diệt khuẩn xử lý trong nước ao nuôi cần được 
dùng sớm ngay từ khi phát hiện các biểu hiện ban đầu của hiện tượng khuẩn ăn 
mòn vỏ kitin như cụt râu, mép đuôi nhạt màu sẽ cho kết quả tốt hơn. Trong vòng 
1, tháng nuôi đầu nên dùng loại hóa chất diệt khuẩn nhưng ít ảnh hưởng đến 
tảo trong nước như Virkon, mizuphore. Khi tảo đã phát triển quá mức ở giai 
đoạn sau của vụ nuôi thì nên dùng các hóa chất có tác dụng diệt tảo điển hình 
như BKC (Benzalkonium Chloride) hoặc hóa chất có tác dụng ức chế tảo phát 
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triển như GDA (Glutaraldehyde). Liều dùng theo hướng dẫn của từng loại hóa 
chất và theo kinh nghiệm được tích lũy. 


Nhiễm khuẩn phá hủy hệ gan tụy (Hình 69, 70, 71, 72 - PB màu) 


Các sắc tố được tiết ra do các tế bào gan tụy bị hoại tử sẽ làm vỏ tôm có 
màu hồng đến đỏ. Quá trình hoại tử hệ gan tụy của tôm được biểu hiện qua các 
giai đoạn: gan tụy bị sưng rồi chảy rữa và cuối cùng bị teo nhỏ dẫn đến tôm bị 
nhiễm khuẩn mãn tính và còi cọc. Bệnh này có thể gây chết cho tôm ở giai đoạn 
gan tụy bị chảy rữa và không phát triển đến giai đoạn mãn tính. Tôm nuôi dưới 
hai tháng tuổi có thể bị chết với tỷ lệ cao do bị hoại tử gan tụy. Bệnh nhiễm 
khuẩn gan tụy được cho là nguyên nhân thúc đẩy nhanh sự bộc phát bệnh đốm 
trắng được gọi là “Hội chứng đỏ thân đốm trắng” gây thiệt hại lớn cho nghề nuôi 
tôm trong thời gian qua. 


*Phòng bệnh: 
- Dọn tẩy sạch đáy ao trước khi thả tôm. 


- Sử dụng đường để kích thích hệ vi khuẩn có lợi phát triển ức chế hệ vi 
khuẩn gây bệnh. Có thể dùng đường cát vàng hoặc đường thùng hoặc đường mật, 
lượng đường sử dụng sẽ tăng cao nhất nếu dùng đường mật. Đối với đường cát 
liều dùng là 2 kg/ha/lần trộn cùng với thức ăn tôm rải khi cho ăn. Trong hai 
tháng nuôi đầu bổ sung đường vào nước ao nuôi một lần mỗi ngày vào lúc cho ăn 
10 giờ sáng, sau đó đường được bổ sung hai lần mỗi ngày vào lúc cho ăn 10 giờ 
sáng và 6 giờ chiều. 

- Đối với ao phủ bạt toàn bộ đáy và bờ ao nên dùng chế phẩm vi sinh để 
xử lý phòng khuẩn và giảm lượng hữu cơ trong nước. Lưu ý khi dùng chế phẩm vi 
sinh cân sử dụng liên tục đúng qui trình được đề nghị và cần đảm bảo lượng oxy 
hòa tan trong ao không dưới 4 mgi1. 

- Xử lý hóa chất phòng khuẩn trong nước từ 2-3 lần trong giai đoạn nuôi 
từ 20-60 ngày tuổi. Loại hóa chất sử dụng thích hợp được đề cập ở phần trên 
(Bệnh nhiễm khuẩn ăn mòn vỏ kitin). 

* Trị bệnh: Khi phát hiện vỏ tôm chuyển sang màu hồng và gan tụy bị 
trương thì nên trộn thêm kháng sinh vào thức ăn cho tôm. Lưu ý khi dùng kháng 
sinh cần phải dùng liên tục từ 5-7 ngày và tối đa là 10 ngày. Lạm dụng kháng 
sinh trong phòng bệnh cho tôm sẽ làm tôm chậm lớn. 


V.7. Bệnh MBV (Bệnh còi) (Hình 74, 75, 76 - PB màu) 


Tôm bị nhiễm MBV nặng sẽ chậm lớn và có màu sậm. Tuy nhiên trong 
điều kiện nuôi tốt virus MBV sẽ bị tôm tự đào thải sau hai tháng do đó các mẫu 
tôm post xét nghiệm bị nhiễm MBV một cộng dưới 30% có thể chấp nhận để thả 
nuôi thâm canh. 


* Phòng bệnh: Xét nghiệm tôm post trước khi thả. 
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V.8. Bệnh đốm trắng (WSSV) (Hình T7, 78, 79, 80, 81 - PB màu) 


Bệnh đốm trắng (WSSV) là bệnh nguy hiểm nhất hiện nay ảnh hưởng đến 
tôm nuôi. Bệnh gây thiệt hại đặc biệt nghiêm trọng đối với tôm nuôi dưới hai tháng 
tuổi. Tỷ lệ chết có thể lên đến gần 100% trong vòng bẩy ngày từ khi phát hiện tôm 
cặp mé. Không phải tất cả những biểu hiện đốm trắng đều là bệnh đốm trắng do 
virus gây chết hàng loạt. Đôi khi tôm chết vì bệnh đốm trắng nhưng không có các 
biểu hiện đốm trắng tiêu biểu. Đốm trắng có thể do các nguyên nhân: do virus, vi 
khuẩn, rối loạn chuyển hóa canxi. 


- Tôm bệnh từ sau tháng nuôi thứ I đến cỡ 12g/con, tôm cặp mé, sức ăn 
giảm mạnh = WSSV (+) mặc dù bình thường & có rất ít đốm trắng. Không kinh 
tế để xử lý vì tỷ lệ sống khi thu hoạch sẽ rất thấp. 


- Tôm có đốm trắng nhưng vẫn ăn bình thường có thể không nhiễm đốm 
trắng. Điều này càng đúng nếu không có tôm yếu cặp mé. Đốm trắng gây ra bởi 
pH nước cao trong thời gian đài (>8,5) gây rối loạn chuyến hóa canxi. Hạ pH 
bằng formol 301/ha vào sáng sớm đến khi pH đạt 7,ð-8,0. Sau khi tôm lột xác 
đốm trắng sẽ hết. 


- Tôm yếu cặp mé có đốm trắng và màu nâu sậm hoặc mang dơ > WSSV 
(-). Sức ăn của tôm giảm nhẹ, tôm thường có dấu hiệu nhiễm khuẩn. Loại tôm 
yếu và cải thiện chất lượng nước, tôm sẽ ăn lại bình thường. 


Đốm trắng do virus thường xuất hiện ở vỏ đầu ngực và ở phần đuôi (đốt 
bụng 5&6). Các đốm trắng thường có kích thước đều nhau tròn và có tâm trong. 
Dạng đốm trắng nhỏ li tỉ gây chết tôm nhanh và tỷ lệ chết cao hơn so với dạng 
đốm trắng lớn. 


* Phòng bệnh: 


- Xét nghiệm chọn con giống sạch bệnh kết hợp với xốc loại tôm post yếu 
bằng formol trước khi thả nuôi. 


- Chọn mùa vụ thích hợp, thả tôm trong giai đoạn từ tháng 3-7 đương lịch 
cho tỷ lệ thành công cao đối với các vùng nuôi tôm sú thuộc Đồng Bằng Sông Cửu 
Long. : 

- Cần hạn chế đến mức tối đa việc cấp nước mới trong hai tháng nuôi đầu 
để giảm thiểu nguy cơ virus đốm trắng xâm nhiễm ao nuôi trong giai đoạn tôm 
nhạy cảm nhất với bệnh. 

- Tránh lấy nước trực tiếp từ tự nhiên mà nên để lắng khoảng ít nhất 5 
ngày nhằm giảm thiểu lượng virus tự do trong nước cấp. 

- Hạn chế đến mức thấp nhất sự xâm nhập của các tác nhân chuyên chở mầm 
bệnh như các loại giáp xác hoang dã. 

- Định kỳ xử lý Formol 25-30 ppm nhằm loại những cá thể yếu ra khỏi 
quần đàn một cách kịp thời. Lưu ý chỉ áp dụng trong trường hợp chưa có tôm bị 
đốm trắng cặp mé bờ. 
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* Trị bệnh: Chưa có biện pháp trị bệnh đốm trắng có hiệu quả kinh tế. Xử 
lý các hóa chất làm chết tảo như formol, BẾC, .. khi phát hiện tôm đốm trắng 
cặp mé sẽ thúc đẩy nhanh quá trình bùng phát bệnh đốm trắng. 


V.9. Bệnh đầu vàng (YHCV) (Hình 82, 83, 84 - PB màu) 


Có hai dạng bệnh đầu vàng gây chết cấp tính hoặc gây bệnh mãn tính. 
Tôm bệnh đầu vàng dạng cấp tính thường chết vào khoảng 20-45 ngày nuôi với 
mức độ chết 100% trong vòng 3-ð ngày. Thân tôm thường chuyển sang màu tái, 
mang và gan tụy có màu vàng nhạt; Tôm bệnh đầu vàng dạng mãn tính thường 
chỉ gây chết cho tôm ở tháng nuôi thứ ba trong điều kiện không quản lý được 
môi trường ao nuôi. Mang tôm sẽ chuyển màu vàng hoặc nâu nhưng không bị 
hoại tử như trường hợp bị nhiễm ký sinh trùng. 


* Khuyến cáo xử lý bệnh đốm trắng và đầu vàng để tránh lây lan trong 
vùng nuôi tôm thâm canh 


- Trường hợp tôm phát bệnh trong tháng nuôi đầu: Xử lý chlorine 30-40 
mg/1 để diệt hết tôm trong ao. Sau nửa tháng nước ao trở nên an toàn để thả tôm 
lại. Chú ý phải tiêu điệt được hết cua còng còn sót trong ao. 


- Trường hợp tôm phát bệnh ở tháng nuôi thứ hai: Thu hoạch bớt tôm 
bằng lưới điện, không được xả nước ra ngoài sẽ gây lây nhiễm bệnh cho vùng 
nuôi. Sau đó xử lý nước ao bằng chlorine như trên và ao vẫn có thể thả tôm lại 
trong nước cũ nếu trước đó ao được tẩy dọn sạch chất bẩn khi chuẩn bị ao. 


- Trường hợp tôm phát bệnh ở tháng nuôi thứ ba: cần phải chuẩn bị lại ao 
để thả tôm vụ mới. Tuy nhiên cần phải chú ý xử lý nước bị nhiễm virus trước khi 
thải ra ngoài. 


VI. KẾT LUẬN VÀ ĐỀ XUẤT 


VI.1. Kết luận 
Tháng I 


Ở giai đoạn 20 ngày đầu, không phát hiện thấy trường hợp tôm bị nhiễm 
mầm bệnh đốm trắng, tôm có thể MBV ở mức nhẹ, các dấu hiệu bên ngoài của 
bệnh rất khó ghi nhận. 


Có 4 nhóm bệnh xuất hiện trong giai đoạn này gây ảnh lớn đến sức khỏe 
và năng suất tôm nuôi. Bệnh đốm trắng và gây thiệt hại toàn bộ cho ao nuôi (3 
ao), độ tuổi bộc phát bệnh 27 - 30 ngày. Nước ao (3 ao) và tôm (2 ao) bị phát 
sáng làm cho tôm yếu dẫn đến dễ nhiễm bệnh. Bệnh ký sinh trùng (5 ao) làm 
tôm giảm khả năng hô hấp, tôm yếu dễ nhiễm bệnh khác. Có trên 2l ao nhiễm 
MBV ở các mức độ khác nhau ngay trong tháng đầu của vụ nuôi. Tập trung chủ 
yếu ao cũ đã trải qua nhiều vụ nuôi. 


Tháng II 


Nhìn chung trên các ao được hệ thống trong giai đoạn, tôm chết do virus 
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đốm trắng tăng lên hơn 8 lần so với tháng nuôi đầu (24 ao), tập trung trên các 
ao của khu nuôi Trại 30-4 (Vĩnh Hậu năm 1999 và năm 2000), có thể phân làm 3 
dạng, nhóm ao chết do virus đốm trắng, nhóm ao chết do virus đốm trắng và có 
thể công hưởng bởi virus đầu vàng và nhóm ao chết do hội chứng đỏ thân đốm 
trắng. Tôm chết có độ tuổi từ 36 — 56 ngày nuôi, nhiều nhất là độ tuổi 40 - 50 
ngày nuôi. 

Có 10 trường hợp tôm có dấu hiệu bị nhiễm MBV được ghi nhận trong giai 
đoạn này. Không ghi nhận được trường hợp tôm chết do MBV gây nên. 


Tôm bị nhiễm khuẩn được ghi nhận khá nhiều ở giai đoạn này (22 ao) 
trong đó hầu hết các trường hợp đều đi kèm với mảng bám và/hoặc đóng rong. 
Có 4 trường hợp tôm bị nhiễm khuẩn và đỏ thân, các trường hợp này về sau tôm 
đều nhiễm đốm trắng và bộc phát bệnh. 


Tháng III 


Có 3 trường hợp ao nuôi bị bộc phát bệnh đốm trắng, có 4 trường hợp tôm 
bị đỏ thân đốm trắng tôm chết nhanh gây thiệt hại toàn bộ tôm nuôi. Kết quả 
xét nghiệm cho thấy tôm bị bệnh nhiễm virus đốm trắng nhẹ (+) đến khá nặng 
(++).Tôm bị bệnh ở độ tuổi 62 — 66 ngày. 


Chỉ có 2 trường hợp được ghi nhận là tôm có dấu hiệu bệnh tích của MBV, 
mặc dù kết quả xét nghiệm cho thấy có đến 12 trường hợp tôm bị nhiễm MBV 
nhẹ. 


Tôm bị nhiễm khuẩn được ghi nhận khá nhiều (12 ao), bệnh kết hợp với 
mảng bám, đóng rong gây chết rải rác ở hầu hết các ao nuôi. 


Có ð trường hợp ghi nhận tôm bị mềm vỏ, 4 trường hợp tôm mềm vỏ xuất 
hiện rải rác trong ao, 1 trường hợp gây chết đến 30% quần đàn. Ì 


Tháng IV 


Có 2 trường hợp tôm nhiễm mầm bệnh đốm trắng từ nhẹ (+) đến khá 
nặng (++), tuy nhiên tôm chết rải rác. Tôm bệnh có độ tuổi 105 — 110 ngày nuôi. 
Không có sự ghi nhận về tôm có dấu hiệu nhiễm MBV, tuy nhiên kết quả xét 
nghiệm vẫn cho thấy có 6 trường hợp tôm nhiễm MBV từ nhẹ (+) đến khá nặng 
(++). 


Có ð trường hợp ghi nhận là lượng tôm bị yếu, tấp mé với dấu hiệu nhiễm 
khuẩn nặng ngày càng gia tăng nhanh. 
Tôm chủ yếu bị một số tác nhân gây bệnh cơ hội (vi khuẩn, ký sinh trùng, nấm...) 
gây bệnh khi tôm bị yếu do bị stress liên tục do môi trường nuôi xấu đi. Có thể 
đây được xem như là tác nhân chính gây ra hiện tượng tôm chết rải rác ở giai 
đoạn này. 


VI.2. Đề xuất ý kiến 
Cần phải nghiên cứu đây đủ hơn đối với các bệnh: 
Đối với bệnh ký sinh trùng phải ghỉ nhận đẩy đủ hơn, định loại và ghi 
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nhận mầm bệnh bằng hình ảnh cụ thể. 


Đối với bệnh nhiễm khuẩn cần phải xét nghiệm định danh trên các mẫu 
tôm bị nhiễm bệnh để xác định cụ thể mầm bệnh. 

Đối với bệnh đầu vàng, cần phải xét nghiệm để kiểm chứng các trường 
hợp ghi nhận tôm có dấu hiệu bệnh có thật sự nhiễm virus đầu vàng hay không. 
Bệnh phát sáng trên ao cần phải xác định nguyên nhân chính xác. 
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Phần HII 


DỊCH TẾ HỌC BỆNH ĐỐM TRẮNG 
TRÊN TÔM SÚ_. 
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1. ĐẶT VẤN ĐỀ 


Bệnh đốm trắng White Spot Disease (WSD) là bệnh trên đối tượng tôm 
he (Penaedae) gây ra do virus gây hội chứng đốm trắng White Spot Syndrom 
Baculovirus (WSSV). Bệnh đốm trắng (WSD) ảnh hưởng rất lớn đến năng suất 
cũng như sản lượng tôm nuôi của các quốc gia có nghề nuôi tôm, đặc biệt là các 
nước nuôi tôm bán công nghiệp và công nghiệp phát triển (Nakano và ctv, 1994; 
Wongteerasupaya và ctv, 1995 ; Zhan và ctv 1998). Virus gây bệnh đốm trắng 
(WSSV) thuộc nhóm Baculovirus không thể ẩn (Lightner, 1996). 


Hiện nay bệnh đốm trắng được biết là ảnh hưởng lớn đến hầu hết các loài 
tôm có giá trị kinh tế cao trong họ tôm he (Penaedae) như: P. monodon, P. 
jJaponicus, P. indidus, P. chinensis, P. merguiensis, P. aztecus, P. HÌyrostris, P. 
Uuanngami, P. duorarum, P. seHiferus (Lightner,1996). 


Đến thời điểm hiện nay những nhà nghiên cứu cũng đã công bố rất nhiều 
các yếu. tế dẫn đến sự bùng nổ bệnh đốm trắng trong ao nuôi do sự nhiễm bệnh 
từ nguồn giống (Postlarvae) (Limsunwan, 1997 ; Flegel và Aldaysanz, 1998 ; 
Mũshioke và ctv, 1999) hoặc thông qua nguồn nước lấy vào ao (Nakano và ctv, 
1994 ; Chou và ctv, 1998) cộng với việc tôm nuôi trong ao thường phải chịu đựng 
những yếu tố gây stress trong thời gian dài (Chou và ctv, 1995 ; Lo và ctv, 1995 ; 
Sudha và ctv, 1998). Sự bùng nổ bệnh đốm trắng trong ao cũng có thể do một số 
loài giáp xác hoang dã như : cua, tôm tự nhiên... mang mâm bệnh từ bên ngoài 
vào. Một số nghiên cứu đã công bố các loài Scyjœ serata, Mututa pÏanides,... 
đóng vai trò là ký chủ trung gian (Iddya Karunasagar, S.K. Otta và Indrani 
Karunasagar, 1994). Tuy nhiên có rất ít các nghiên cứu, điều tra các yếu tố nguy 
cơ gây bùng nổ bệnh đốm trắng trong các hệ thống nuôi (Hettiarachchi và ctv, 
1999 ; Withyachummarnkul, 1999). 


Thông qua sử dụng kỹ thuật Dịch Tễ Học, các nhà nghiên cứu dịch tễ hy 
vọng tìm ra những yếu tố rủi ro, gây nên sự gia tăng nguy cơ xảy ra bệnh trong 
quân thể (Thrusfield. 1986) nhằm tìm ra những yếu tố quan trọng nhất liên quan 
đến việc bùng nổ dịch bệnh trong một quần thể nhất định, đồng thời đưa ra các 
giải pháp hạn chế tiến tới thanh toán ổ dịch. 

II. LỊCH SỬ VÀ PHÂN BỐ BỆNH ĐỐM TRẮNG (WSD) 

Bệnh đốm trắng (WSD) xuất hiện lần đầu tiên tại Bắc Á vào năm 1992 — 
1993, đồng thời nhanh chóng lan rộng khắp khu vực Châu Á và thế giới nhất là 
các nước có hình thức nuôi tôm công nghiệp thâm canh. Dịch bệnh đốm trắng 
được phát hiện lần đầu tiên tại Đài Loan năm 1992, Trung Quốc — 1993, Nhật 
Bản -— 1994, sau đó là các nước Indonesia, Thái Lan, Malaysia, Ấn Độ, 
Bangladesh, Texas (Hoa Kỳ, 1995) gây tổn thất nghiêm trọng về sản lượng tôm 
nuôi. 


1. Triệu chứng bệnh tích 


Tôm nhiễm bệnh có thể có màu hồng đến nâu đỏ (Guang Hsiung Kou và 
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ctv,1998). Bên trong vỏ giáp xuất hiện những đốm trắng đường kính từ 0,5 đến 
2mm (có thể do sự lắng đọng của muối canxi trên lớp biểu bì mặt trong của lớp 
vỏ kitin) xuất hiện đầu tiên ở vỏ giáp (carapace) và đốt bụng thứ V,VI. Những 
đốm trắng bên trong vỏ giáp có thể do nhóm vi khuẩn gây ra cũng có hình dạng 
giống như những đốm trắng do WSSV (Wang và ctv, 2000), tuy nhiên lớp vỏ 
giáp sẽ lột ra khỏi lớp biểu bì một cách dễ dàng hơn. Gan tụy trương có màu 
trắng hoặc hơi vàng. Tôm có các biểu hiện bỏ ăn, lờ đờ, kém hoạt động, thường 
có khuynh hướng cặp mé bờ, sau đó chết và chìm xuống đáy (Y.G.Wang và ctv, 
1998). Tôm bệnh có dấu hiệu trương nhân trong tế bào bị nhiễm (Chou và 
ctv,1995). Bệnh đốm trắng xảy ra kèm theo sự tiêu thụ thức ăn giảm nhanh 
(Takahashi và ctv, 1994).Vài trường hợp tôm ở trạng thái hấp hối thường chuyển 
sang màu đỏ hoặc hồng, tỉ lệ chết tăng dân đến 80 hay 100% trong vòng 7 đến 
10 ngày (Nakano và ctv 1994). 


-2. Sự cần thiết phải nghiên cứu dịch tễ học bệnh đốm trắng trên tôm sú 


Trên các lĩnh vực khác (nhân y, thú y) dịch tễ học được ứng dụng rất rộng 
rãi đã mang lại nhiều ích lợi trong việc ngăn ngừa và phòng trừ dịch bệnh. 
Công nghiệp nuôi tôm mang lại lợi nhuận rất lớn nhưng đồng thời yếu tố rủi ro 
cũng rất cao. Ảnh hưởng của bệnh đốm trắng đối với những trang trại nuôi tôm 
sú công nghiệp đã được nghiên cứu và công bố trên thế giới (Nakano và ctv,1994; 
Lightner và ctv,1996; Karunasagar và ctv,1998; Park và ctv,1998). 


Bùng nổ dịch bệnh xảy ra trong quá trình nuôi do sự tác động của ba yếu 
tố Vật Chủ - Môi Trường - Mầm Bệnh. Các yếu tố này luôn luôn tác động lẫn 
nhau trong một hệ sinh thái ao nuôi nhất định mà sự ảnh hưởng của nó làm gia 
tăng khả năng dẫn đến sự bùng nổ dịch bệnh chỉ có thể tìm ra thông qua kỹ 
thuật dịch tễ học (Thrusfñield, 1986). 


Tại Việt Nam, một chương trình nghiên cứu dịch tễ học được ứng dụng lần 
đầu tiên trên mô hình Tôm - Lúa tại xã Tân Chánh, huyện Cần Đước - Long An, 
được thực hiện bởi Viện NCNT TS II kết hợp với trường Đại Học Stirling — 
Scotland. Đây là một nghiên cứu trong một quần thể của hệ thống nuôi Tôm - 
Lúa do đó kết quả từ 24 nông hộ được khảo sát rất khó có những mối tương quan 
với một số lượng mẫu không đủ lớn. Để tiếp tục các nghiên cứu này, kỹ thuật 
dịch tế học áp dụng cho thủy sản tiếp tục được tiến hành tại xã Hòa Tú huyện 
Mỹ Xuyên tỉnh Sóc Trăng với mô hình nuôi tôm lúa, tại trại nuôi tôm Công 
Nghiệp 30 Tháng 04 Vĩnh Hậu — Bạc Liêu và vùng Kiếng Phước - Tiền Giang với 
mô hình nuôi công nghiệp và bán công nghiệp nhằm tìm ra những giải pháp 
hạn chế vấn đề về dịch bệnh trong quá trình nuôi tôm, thúc đẩy sự phát triển 
nghề nuôi trồng thủy sản ở các tỉnh Đêng Bằng Sông Cửu Long. 
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Yếu tố có nguy 
cơ nhất liên 
quan đến bệnh 
đốm trắng ? 


- Điều kiện môi trường 
tự nhiên ? 

- Điều kiện môi trường 

ao nuôi ? 


- Chất, 
lượng 
giống ? 

- Sức khỏe 
tôm nuôi ? 
- Khả năng 
thích ứng ? 
- Tuổi mẫn 
cảm ? 


Môi 
trường 


- Sự tác động 
của con người ? 


- Độc lực 2? 
- Con đường truyền lây 


Sơ đô khảo sát các yếu tố nguy cơ có khả năng dẫn đến bùng nổ dịch bệnh 


BẢN ĐỒ CÁC TỈNH ĐỒNG BẰNG SÔNG CỬU LONG 


Tp. Hồ Chí Minh 


Campuchia 


Vinh Thái; Lan 
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Chương ïI 


BƯỚC ĐẦU NGHIÊN CỨU DỊCH TẾ HỌC BỆNH ĐỐM TRẮNG TRÊN TÔM 
SÚ NUÔI Ở MÔ HÌNH TÔM - LÚA Ở MỸ XUYÊN - SỐC TRĂNG 


I. ĐẶT VẤN ĐỀ 


Hiện nay, nghề nuôi tôm sú (Penaeus monodon) tại Việt Nam đang phát 
triển mạnh, diện tích nuôi tôm sú tăng đáng kể nhất là khu vực Đồng Bằng Sông 
Cửu Long. Ở một số vùng, do điều kiện địa lý đất trồng lúa bị nhiễm mặn vào 
mùa khô đã hình thành nên mô hình canh tác một vụ nuôi tôm một vụ trồng lúa 
hay còn gọi là mô hình tôm — lúa luân canh. Hiện tại, mô hình nuôi tôm - lúa 
luân canh được đánh giá là một trong những mô hình nuôi có tính bển vững 
tương đối cao. Tuy nhiên, năng suất tôm nuôi luân canh trong ruộng lúa không 
ổn định trong những năm gần đây. Một vài trường hợp tôm chết hàng loạt dẫn 
đến năng suất tôm thu hoạch giảm. Do đó, việc nghiên cứu xác định các yếu tố 
chính ảnh hưởng đến năng suất tôm sú nuôi luân canh trong ruộng lúa là một 
nhu cầu thiết thực. 


II. TỔNG QUAN 
Lịch sử phát triển của mô hình nuôi tôm ~ lúa luân canh 


Vào mùa khô, những cánh đồng trồng lúa dọc theo bãi biển hoặc gần khu 
vực các cửa sông đổ ra biển bị ảnh hưởng bởi nước biển xâm nhập và trở nên 
không thích hợp cho việc trồng lúa trong mùa khô. Nếu ruộng lúa được phơi 
trong suốt mùa khô thì sunphít sắt xuất hiện. Kết quả của hiện tượng này làm 
cho độ pH của lớp đất mặt giảm rất thấp làm năng suất lúa vụ sau giảm đi rõ 
rệt. Nhằm khắc phục các vấn để nêu trên, ruộng lúa vào mùa khô được chứa lại 
một lượng nước nhất định và phục vụ cho nuôi tôm sú quảng canh. Khi mùa mưa 
đến, nước mưa sẽ rửa đi các thành phần muối và làm cho vùng đất trở nên thích 
hợp hơn cho việc trồng lúa, đồng thời tôm nuôi được lợi từ nguồn thức ăn tự 
nhiên trong ruộng sau khi thu hoạch lúa (Cao Thăng Bình và C. Kwei Lin, 1995). 


Tôm sú (Penaeus monodon) có khả năng thích nghi rộng về độ mặn. Sự 
thay đổi của độ mặn tùy thuộc vào vị trí địa lý, điều kiện địa hình, thời tiết của 
từng vùng. Tuy nhiên tôm sú có thể nuôi trong ao có độ mặn thấp hơn 3 °%⁄2 (Lin, 
1999). Motoh (1981) đã chứng minh Postlarvae của tôm sú có thể chịu đựng độ 
mặn rất thấp với 64 % tỉ lệ sống ở độ mặn 0 %⁄4¿. Tôm sú có thể sống ở độ mặn 
rất thấp ngay cả trong nước ngọt trong một thời gian ngắn. 


Xuất phát từ nhu cầu ngăn chặn sự acid hóa của đất (sự nhiễm phèn), 
hình thức nuôi tôm quảng canh hình thành. Các ruộng lúa được cải tạo lại để trữ 
nhiều nước hơn phục vụ cho việc nuôi tôm sú. Nguồn tôm giống được thả từ các 
trại sản xuất giống, thức ăn viên thay thế hoàn toàn thức ăn tự nhiên. Việc nuôi 
tôm sú đem lại lợi nhuận khá cao và đã trở thành đối tượng sản xuất chính. Diện 
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tích đất nuôi tôm không ngừng mở rộng. Sóc Trăng là một trong những thí dụ 
điển hình: năm 1992, diện tích nuôi tôm toàn tỉnh chỉ có hơn 19,000 ha; hiện 
nay, tổng diện tích đất dành cho nuôi tôm sú xấp xỉ 45,000 ha và năng suất 
trung bình đạt 300 — 400 kg/ha/vụ(năm). Tuy nhiên sự chênh lệch về năng suất 
tôm sú nuôi giữa các hộ nuôi khá lớn và có rất nhiều yếu tố ảnh hưởng đến vấn 
đề này. 


III. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
IH.1. Thời gian và địa điểm thực hiện 
- Thời gian thực hiện: Từ ngày 29 tháng 01 năm 2001 đến tháng 09 năm 2001 
- Địa điểm: Tại hai ấp Hòa Trực - Hòa Tân, xã Hòa Tú I, huyện Mỹ Xuyên 
~ Sóc Trăng. 
IH2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 
IHII2.1. Trang thiết bị 
+ 1 Khúc xạ kế 
+ 1 Bộ kit đo độ kiểm 
+ Dụng cụ thu mẫu: Chai lọ nhựa, kéo,... 
LII.2.2. Vật liệu 
e  ð0 ruộng nuôi tôm sú thuộc 50 nông hộ tại hai ấp Hòa Trực - Hòa Tân 
se Hóa chất cố định mẫu: Cồn 95° 
e - Hóa chất đo độ kiểm: Chỉ thị màu (Methyl orange), dung dịch chuẩn độ 
HCL 0,1N. 
e Thước đo mức nước trong từng ruộng nuôi. 
e - Sổ theo dõi (sổ nhật ký) các hoạt động diễn ra hàng ngày trong ruộng 
nuôi 
e Phiếu điều tra quá trình chuẩn bị cải tạo ruộng nuôi của 50 nông hộ trước 
khi thả tôm. 
LII.2.3. Phương phúp nghiên cứu 


- Phương pháp chẩn đoán mâm bệnh đốm trắng: Polymerase Chain 
Reaction (PCR). 


- Phương pháp điều tra: theo phương pháp truyền thống, trực tiếp điều tra 
phỏng vấn các nông hộ theo nội dung của từng phiếu điều tra. 


- Điều tra các thông tin của vụ nuôi năm trước (vụ nuôi thứ l1 năm 2000). 
Các dữ liệu thu thập được từ vụ nuôi thứ 1 năm 2001 được xử lý bằng phần mềm 
SPSS version 9.05. 


- Quan trắc các yếu tố môi trường: 
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+ Độ kiểm bằng phương pháp chuẩn độ. 
+ Độ mặn xác định bằng khúc xạ kế. 
+ Mức nước xác định bằng thước cây. 


- Ghi nhận hoạt động của vụ nuôi thứ 1 năm 2001 qua sổ theo dõi hàng 
ngày, phiếu điều tra quá trình chuẩn bị cải tạo ruộng nuôi. Dữ liệu thu thập được 
xử lý bằng phầm mềm Epi Info 6. 


II.3. Bố trí thí nghiệm 

Chọn ngẫu nhiên 50 ruộng nuôi của 50 nông hộ ở hai ấp Hòa Trực - Hòa 
Tân thuộc xã Hòa Tú I, huyện Mỹ Xuyên, tỉnh Sóc Trăng. 
Thu mẫu tôm: 

e Mẫu tôm giống được thu trực tiếp tại các ruộng nghiên cứu trước khi 
thả vào nuôi: 

+ Mẫu tôm kiểm tra bệnh đốm trắng (dùng phương pháp PCR): Số 

lượng tôm giống thu là 150 con/1 mẫu, cố định mẫu bằng côn 95°. 

e Khi có dịch bệnh xảy ra: 


+ Thu hai loại mẫu, thu mẫu tôm ở trạng thái hấp hối hoặc vừa mới 
chết, đồng thời thu mẫu tôm bình thường trong ao với số lượng 20 con/1mẫu. 


+ Thu mẫu phân tích PCR: Cắt phần đầu tôm cố định trong dung dịch 
cố định mẫu (cồn 95°) 


e Mẫu tôm thu hoạch: Số lượng tôm thu là 100 con /1 mẫu, nhưng chỉ lấy 
phần mang hoặc hai chân bò thứ 2. 


Môi trường: 
e Độ kiểm: Xác định lúc thả giống và định kỳ 7 ngày/1lần. 
e Độ mặn: 
+ Đo độ mặn trong ruộng nuôi lúc thả giống. 
+ Đo độ mặn nước trong bao đóng tôm từ trại thuần giống. 


e Mức nước trong ruộng nuôi được ghỉ nhận qua sổ theo dõi hàng ngày 
dựa trên các cây thước cắm trong ruộng nuôi. 
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Sơ đồ bố trí thí nghiệm 


Xác định yếu tố ảnh 
hưởng chính 


Quan sát, ghi 
nhận các 
thông tin dịch 
bệnh, sự tác 


Điều tra, 
ghi nhận 
các thông 
tin về quá 


Điều tra 
kinh tế xã 
hội thông 
qua bảng 


động trên phiếu điều trình 
tra chuẩn bị 


từng ruộng 


ruộng nuôi 


sổ theo dõi 
hàng ngày 


Kết quả phân tích mẫu 


Xử lý số liệu bằng phần mềm Epi Info 6 version 2.0 


Đề xuất các giải pháp nâng cao 
năng suất. cho vùng nuôi, đông thời 
mang tính bền vững 


Xác định khả năng ảnh hưởng 
của một số yếu tố chính đến năng 


suất. tôm nuôi 
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IV. KẾT QUÁ VÀ THẢO LUẬN 
IV.1. Địa điểm nghiên cứu 


-“ 


ấp Hòa Tân 


Đường giao thông bộ 


“...=———....................ố. 
Ki ram 2E 0N &A( L1 (ky Q86 wwšzwu. ¬— 


\ 
lani „ ` 
~ ấp Hòa Trung 
S) 

.© 


Xã 


TT Nhu Gia Xã Hòa Tú 2 


Hình 85: Vị trí các ruộng nuôi trong chương trình nghiên cứu 
ấp Hòa Trực (w) - ấp Hòa Tân (A) 
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B0 nông hộ thuộc ấp Hòa Trực và Hòa Tân - xã Hòa Tú được chọn để 
khảo sát: 


- Thời gian thả giống bắt đầu từ ngày 01/ 02/01 đến ngày 08/ 04/01 
- Thời gian thu hoạch bắt đầu từ ngày 20/06/01 đến ngày 03/09/01. 


Tất cả các ruộng nuôi đều đi đến thu hoạch. Tuy nhiên, có hai trường hợp 
tôm chết xuất hiện ở cuối chu kỳ nuôi, nhưng số ngày nuôi cao (126,127 ngày) và 
tôm vẫn thu hoạch bình thường. 


IV.2. Các thông tỉn ghỉ nhận ở vụ nuôi thứ Ï năm 2000 
IV.2.1. Khía cạnh xã hột 


Kết quả thống kê cho thấy 87,8% số trường hợp trả lời không có kinh nghiệm 
nuôi tôm, cá khác trước khi bắt đầu nuôi tôm sú. Phần lớn người được phỏng vấn có 
trình độ cấp 2 chiếm 66% (33 trường hợp). Những nguồn kinh nghiệm tích lũy mà 
người dân cho là quan trọng chủ yếu từ hàng xóm (67,3%) và sách, đài, báo (20,4%). 
Các nông hộ trồng lúa sau khi vụ nuôi tôm kết thúc chiếm tỉ lệ tương đối cao (88%). Ở 
đây, cây lúa vừa đóng vai trò là một tác nhân sinh thái đồng thời cũng làm sạch môi 
trường góp phần giữ vững an ninh lương thực của tỉnh. 


IV.2.2. Khía cạnh hỹ thuật 


Một số các yếu tố kỹ thuật cơ bản trong hệ thống nuôi tôm - lúa luân 
canh được ghi nhận từ vụ nuôi thứ nhất năm 2000 và được trình bày ở bảng 6.1 
cho thấy các ruộng nuôi được bón vôi khi cải tạo chiếm tỉ lệ thấp 26%, chứng tỏ 
người dân tại đây chưa thật sự xem trọng vấn đề cải tạo ruộng nuôi, việc phơi . 
đáy ruộng nuôi được quan tâm hơn với tỉ lệ có phơi đáy ruộng nuôi là 46% (bảng 
61), phần lớn chỉ có yếu tố pH được kiểm soát (80%). 


Thông tin ghi nhận các ruộng nuôi có sử dụng 1 phần điện tích làm ao 
lắng trong 2 tháng đầu chiếm tỉ lệ thấp (26%). Một yếu tố đặc trưng cho mô hình 
tôm — lúa luân canh là sử dụng 1 diện tích nhỏ ương tôm trước khi thả ra ruộng 
nuôi được ghi nhận với tỉ lệ khá (58,3%). Mục đích chính của việc sử dụng một 
diện tích nhỏ để ương tôm là thuân độ mặn và hạn chế sự ảnh hưởng của các loại 
địch hại. 


Bảng 61: Một số chỉ tiêu kỹ thuật cơ bản được áp dụng trong vụ nuôi 
thứ 1 năm 2000 


Chỉ tiêu Tần số Tỷ lệ (%) N 
Bón vôi cải tạo ruộng nuôi 16 — 26,0 50 
Phơi đáy ruộng nuôi 23 46,0 l B0 


Sử dụng một phần diện tích lắng nước trong 


: 18 26,0 B0 
2 tháng đầu : 
Sử dụng diện tích nhỏ ương tôm trước khi 28 58,3 48 


thả ra ruộng nuôi 
Có kiểm tra yếu tố pH trong ruộng nuôi (so 40 80,0 50 
màu, máy đo pH,..) 
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IV.2.3 Các trở ngại có ảnh hưởng lớn đến bết quả uụ nuôi 


Các trở ngại có ảnh hưởng lớn đến kết quả nuôi sú trong ruộng lúa là hiện 
tượng tôm chết hàng loạt trước 2 tháng tuổi và hiện tượng rong đáy xuất hiện 
sau khi thả tôm 1,ð tháng. Hầu hết các năm, hiện tượng rong đáy xuất hiện sau 
khi thả tôm 1,5 tháng chiếm tỷ lệ trên 70% trong các ruộng nuôi (bảng 62). Một 
khi rong đáy phát triển sẽ dẫn đến hiện tượng độ trong nước rất cao, độ kiểm 
giảm xuống ở mức rất thấp, tôm phân đàn rất rõ rệt. 


Hiện tượng tôm chết hàng loạt trước 2 tháng tuổi trong vụ nuôi thứ 1 năm 
. 9000 chiếm 40%. Chưa có bằng chứng cụ thể nào chứng thực nguyên nhân tôm 
chết là do bệnh mà chỉ ghi nhận thông tin qua sự trả lời của người nông dân. 


Bảng 62: Các trở ngại đã xảy ra cho mô hình nuôi tôm - lúa luân canh 


Tỷ lệ (%) 


Ruộng nuôi có rong đáy sau khi thả 


tôm 1,ð tháng 
Xây ra hiện tượng tôm chết hàng loạt 

IV.3.4. Mật độ tôm nuôi, năng suất tôm nuôi, năng suất trông lúa năm 

2000 


trước 2 tháng tuổi 


Mật độ tôm nuôi trung bình vụ thứ 1 năm 2000 là 4,1 con/m?. Mật độ này 
tương đối thích hợp cho mô hình tôm -— lúa luân canh. Năng suất tôm nuôi trung 
bình là 308 kg/ha. Năng suất tôm nuôi có sự biến động rất lớn trong các ruộng 
nuôi được khảo sát. Năng suất nuôi thấp nhất là 25 kg/ha, trong khi đó năng 
suất nuôi cao nhất là 1300 kg/ha. Sự không ổn định về năng suất tôm nuôi là 
một vấn đề lớn trong mô hình tôm lúa - luân canh. Năng suất lúa trung bình 
năm 2000 là 3,8 tấn/ha. Sự biến động về năng suất trồng lúa năm 2000 không 
đáng kể. 


IV.3. Các thông tin ghỉ nhận ở vụ nuôi thứ nhất năm 2001 


IV.3.1. Thông tỉn uê ruộng nuôi 


Trong 50 ruộng nuôi được khảo sát chỉ có 20 trường hợp có dùng khu ương 
tôm trong ruộng nuôi, diện tích trung bình các ruộng nuôi là 7458,2 mỶ, ruộng 
nuôi có điện tích nhỏ nhất là 2500 m và lớn nhất là 24000 m?. Khu ương tôm 
một thời gian trước khi thả ra ruộng nuôi có diện tích nhỏ nhất được ghi nhận là 
36 mỆ, lớn nhất là1875,0 mỂ và diện tích trung bình của khu ương là 520 m?. Mức 
nước trung bình trên trảng 0,58 m, mức nước thấp nhất trên trảng 0,3 m, các 
ruộng có vị trí trũng có mức nước trên trảng cao nhất là 1,0 m. Nét đặc trưng của 
các ruộng nuôi là có một diện tích trồng lúa vào mùa mưa hay còn gọi là mặt 
trảng. Do đó, mức nước trên trảng thường thấp và hiện tượng rong đáy phát 
triển sau khi thả tôm nuôi 1,ð tháng. Mức nước ở trên trắng thấp dẫn đến hiện 
tượng tôm nuôi sẽ tập trung xuống mương vào thời điểm nắng nóng. Đặc điểm 
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này góp phần hạn chế mật độ tôm nuôi. 
IV.3.2. Cải tạo ruộng trước khi thả tôm 


Quá trình chuẩn bị ruộng nuôi được bắt đầu khi vụ trông lúa kết thúc. Các 
công việc chuẩn bị ruộng nuôi cho vụ nuôi thứ nhất năm 2001 được ghi nhận và 
thể hiện qua bảng 63 & 64. 


Việc sử dụng ao lắng chiếm 12 % cho thấy điều này chưa thật sự được 
quan tâm đúng mức. Các ruộng nuôi không xử lý gốc rạ sau khi thu hoạch lúa 
chiếm 42 %, tiếp theo đó là gốc rạ được cày xới lấp lại chiếm 28%. Xử lý gốc rạ 
trong ruộng nuôi tùy thuộc vào từng nông hộ. Các ruộng nuôi có xử lý hóa chất 
trong quá trình chuẩn bị ruộng nuôi chiếm 94 %. Các loại hóa chất được sử dụng 
như: vôi (CaO), thuốc tím, Virkon, BKC, Neguvon,... với mục đích sát trùng đáy 
ao. Đặc điểm này cho thấy người dân đã có sự tiến bộ về kỹ thuật nuôi, một bước 
tiến quan trọng góp phần mang lại thành công cho vụ nuôi. 


Bảng 63: Các thông tin về quá trình chuẩn bị ruộng nuôi | 


Chỉ tiêu Tần suất Tỷ lệ (%) N 
Sử dụng ao lắng 6 12 50 
Để lại gốc rạ trên ruộng 21 42 50 
Xử lý gốc rạ bằng cách đốt 7 14 50 
Cày xới gốc rạ 14 — 28 50 
Sử dụng hóa chất trong quá trình 47 94 n" 


chuẩn bị ruộng nuôi 


Khu ương trong ruộng được sử dụng tùy thuộc vào từng nông hộ. Sử dụng 
khu ương tôm trong ruộng nuôi vụ 1 năm 2001 chỉ chiếm 40%, trong khi đó vụ 1 
năm 2000 có tỉ lệ 58,3%. Nguyên nhân dẫn đến việc sử dụng khu ương tôm trước 
khi thả ra ruộng giảm gắn liền với việc thuần độ mặn tại các trại thuần giống và 
quá trình chuẩn bị ruộng nuôi trong từng nông hộ. Hầu hết các khu ương được 
chuẩn bị rất tốt, thể hiện qua việc bón vôi trong khu ương chiếm tỉ lệ 90%; 100% 
khu ương được phơi đáy (bảng 3.4). 


Bảng 64: Các thông tin về quá trình chuẩn bị khu ương tôm trong ruộng 


nuôi 
Chỉ tiêu Tần suất Tỷ lệ (%) N 
Sử dụng khu ương tôm 20 40 B0 
Bón vôi trong khu ương 18 90 20 
Phơi đáy khu ương 20 100 20 


IV.3.3. Chuẩn bị nước 


Chuẩn bị nước trước khi thả giống bao gồm tất cả các tác động từ lúc lấy 
nước vào đến trước khi thả giống. Nước cấp ban đầu không qua ao lắng chiếm 
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92,0% ,và tất cả các trường hợp không thể lấy nước một lần vào đây ruộng nuôi. 
Nước cho ra vào ruộng nuôi trước khi lấy nước lần cuối cùng có 28 trường hợp, 
chiếm 58,3 % (bảng 65). 


Bảng 65: Các bước chuẩn bị nước trước khi thả giống 


“—=== 5 —-..--_--...-_......--:--..... 
Chỉ tiêu Tần suất xuất hiện Tỷ lệ (%) N 


Cấp nước ban đầu không qua ao lắng 46 92.0 50 
Lấy nước một lần đẩy ruộng nuôi 0 0.0 B0 
Nước được cho ra vào trước khi thả giống 28 58.3 48 
Nước lấy vào qua lưới lọc 48 96.0 B0 
Sử dụng túi vải lọc 2 4.0 B0 
Diệt tạp 47 94.0 B0 
Dùng thuốc cá dây diệt tạp 47 94.0 50 
Dùng Saponine điệt tạp 1 2.0 B0 
Gây màu nước 41 82.0 50 
Sử dụng phân NPK gây màu nước 41 82.0 50 
Sử dụng phân DAP gây màu nước 0 0.0 B0 


Sử dụng phân urê gây màu nước 15 30.0 B0 


Lọc nước: sử dụng lưới lọc, túi vải lọc khi lấy nước vào ruộng nuôi với mục 
đích hạn chế các loại địch hại bên ngoài vào ruộng nuôi theo nguồn nước. Tất cả 
các ruộng nuôi đều thực hiện khâu lọc nước. Đa số các trường hợp sử dụng lưới 
lọc chiếm 96%, 4% sử dụng túi vải lọc khi lấy nước vào. Hình thức lọc nước này 
tương đối cẩn thận và gần như là áp dụng cho hình thức nuôi bán công nghiệp. 


Một số yếu tố khác cũng được ghi nhận như: việc dùng lưới lọc trước khi 
lấy nước vào (48 trường hợp, chiếm 96%), nhưng việc sử dụng túi vải lọc khi lấy 
nước vào chiếm tỉ lệ thấp (2 trường hợp, chiếm 4%); Diệt tạp trước khi thả giống 
(47 trường hợp, chiếm 94%), Dùng dây thuốc cá diệt tạp (47 trường hợp, chiếm 
94%); Sử dụng Saponine diệt tạp (1 trường hợp, chiếm 2%); Gây màu nước trước 
khi thả giống (41 trường hợp, chiếm 82%). Việc gây màu nước bằng cách dùng 
phân NPK là chính (có 41 trường hợp, chiếm 82%), không có trường hợp nào sử 
dụng phân DAP gây màu nước, và sử dụng phân urê gây màu nước chiếm 30% 
(15 trường hợp). 


Độ mặn ('⁄4) nước trong bao đóng tôm từ trại giống được xác định và có 
giá trị trung bình là 6,6 + 1,4 (⁄4¿). Độ mặn trung bình trong ruộng nuôi lúc thả 
giống là 2,2 + 0,9(44). Số lượng tôm trung bình được đóng trong 1 bao là 1979,1 
+ 251,7 con. Thời gian tôm đóng trong bao không quá 3 giờ. Tôm nuôi với mật độ 
trung bình là 6,ð + 2,3 con/m?. 


lóI 


Bảng 66: Các thông tin liên quan đến vấn đề thả giống 


Chỉ tiêu Nhỏ Lớn Trun Độ lệch N 
nhất nhất bình chuẩn 
Độ mặn trong bao đóng tôm từ trại 40 - 12,0 6,6 1,4 50 
thuần giống (5⁄44) 
Độ mặn trong ruộng lúc thả giống 0,0 4,0 2,2 0,9 50 
( sa) 
Số lượng tôm đóng trong 1 bao 1000,0 3000, 1979,1 251,7 48 
0 s 

Thời gian tôm được đóng trong bao 1,0 3,0 1,6 1,3 50 
(giờ) 
Mật độ thả giống (con/m”) 24 12,5 6,5 2,3 50 


Trong 50 trường hợp khảo sát có 38 trường hợp (chiếm 76%) nguồn tôm 
giống từ các trại thuần giống trên bể ximăng, 12 trường hợp (chiếm 24%) nguồn 
tôm giống được ương dưới hầm đất. Thả giống buổi sáng (39 trường hợp, chiếm 
78%), thả giống vào buổi chiều (11 trường hợp, chiếm 22%). Chênh lệch độ mặn 
lúc thả giống có 9 trường hợp (chiếm 18,4%). 


Bảng 67: Các thông tin liên quan đến vấn đề thả giống 


Chỉ tiêu Tần suất xuất hiện Tỷ lệ (%) 
Tôm được thuần trên bể ximăng 38 76,0 
Tôm được ương dưới hầm đất 12 24,0 
Thả giống vào buổi sáng 39 78,0 
Thả giống vào buổi chiều 11 22,0 
Chênh lệch độ mặn lúc thả giống hơn 5”; 9 18,4 


Độ kiểm trung bình lúc thả giống có giá trị tương đối thấp (52,6 + 12,4 
mg. Trong quá trình nuôi chúng tôi chỉ theo dõi yếu tố độ kiểm định kỳ 7 
ngày/1lần. Kết quả đo độ kiểm trong quá trình nuôi trình bày ở bảng 68. Độ 
kiểm trung bình sau 5ð tháng nuôi dao động từ 59 ~ 99,5% 


Bảng 68: Độ kiềm đo được trong quá trình nuôi 


Chỉ tiêu Nhỏ Lớn Trung Độ lệch N 

nhất nhất bình chuẩn 
Độ kiểm lúc thả giống (mg/1) 250 800 52/6 124 50 
Độ kiểm trung bình tháng thứ 1(mng/1) 25,0 80,0 59,0 10,9 B0 


Độ kiểm trung bình tháng thứ 2 (mg) 40,0 90,0 71,0 11,6 50 
Độ kiểm trung bình tháng thứ 3 (mg) 50,0 115,0 84,2 13,6 B0 
Độ kiểm trung bình tháng thứ 4 (mg/)) 55,0 120,0 92,5 14,5 B0 


Độ kiểm trung bình tháng thứ ð (mng/1) 50,0 130,0 99,5 17,0 B50 
IV.3.4. Thông tin uê thu hoạch 
Thời gian thu hoạch tôm bắt đầu từ 20/06 đến 03/09 năm 2001. Các thông 
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tin về thu hoạch tôm nuôi được trình bày ở bảng 69. Vụ nuôi năm 2001 có thời 
gian nuôi kéo dài với số ngày trung bình nuôi được là 145,5 + 18,0. Năng suất 
tôm nuôi trung bình đạt 597,9 + 405,0 kg/ha. : 


Bảng 69: Các thông tin về thu hoạch tôm 


Chỉ tiêu Nhỏ Lớn Trung Độ lệch N 

nhất nhất bình chuẩn 
Số ngày tôm được nuôi 115 187 145,5 18,0 50 
Tổng lượng tôm thu (kg) 46 1560 390 349 50 


Năng suất nuôi Œg/ha) 108,1 1805,5 597,9 405,0 50 


Trong 50 trường hợp được ghi nhận năng suất tôm nuôi của vụ nuôi năm 
2001 có một khoảng dao động lớn giữa năng suất nuôi thấp nhất (108,1 kg/ha) và 
năng suất nuôi cao nhất (1805,5). Chúng tôi tiến hành phân tích sự tác động của 
các yếu tố có liên quan trong quá trình nuôi đến từng mức năng suất tôm nuôi 
theo sơ đô sau: 


Chuẩn bị ruộng nuôi Mầm bệnh Chuẩn bị nước 

.Ao lắng .Mẫu giống . Nguồn nước ban đầu 
,Khu ương - Mẫu thu hoạch , Sử dụng lưới lọc 
.Xử lý gốc rạ .Tôm chết , Diệt tạp 

-Sử dụng hóa chất - Gây màu nước 


xã suất tôm 
nuôi xã 


Thả giống Độ mặn 
.Thuần trên bể Mật độ giống thả - .Độ mặn chênh 
.Ương hầm đất Mật độ: < 5 con/m” lệch > 57⁄4 
.Thời điểm thả Mật độ: 5 - 10 con/m? .Độ mặn lúc 


giống (sáng .Mật độ: > 10 con/m? thả < [4 
/chiều) 


Sơ đồ biểu diễn sự ảnh hưởng của các yếu tố khảo sát đến năng suất 
tôm nuôi 
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Trên cơ sở mô hình tác động của các yếu tố đến năng suất tôm nuôi chúng 
tôi đánh giá sự ảnh hưởng của các yếu tố với năng suất nuôi thấp dưới 400 kg/ha. 
Kết quả so sánh được trình bày ở bảng 70. 


Bảng 70: Kết quả so sánh cặp các biến được khảo sát 


Chỉ Các yếu tố Tỉ lệ chênh lệch Tỉ lệ nguy cơ 1-tailed 
tiêu Odds Ratio (OR) Risk Ratio (RR) P -valÌue 
Ao lắng 0,24 0,28 0,18 
Khu ương : 3/44 1,69 0,13 
Năng Đốt gốc rạ 0,24 0,28 0,18 
suất Để nguyên gốc rạ 2,96 1,84 0,06 
tôm Cày xới gốc rạ 0,69 0,77 0,ð7 
nuôi Diệt tạp 1,48 1,02 0,62 
dưới Gây màu nước 0,29 0,80 0,10 
4oo Tôm thuần trên bể 1,02 1,00 0,97 
kg/ha Tôm ương hầm đất 0,98 0,99 0,97 
Thả giống buổi sáng 0,19 0,69 0,02 
Thả giống buổi chiều 3,85 | 2,76 0,04 
Chênhh lệch lúc thả 0,68 0,69 0,62 
giống < 1/qo 
Chênh lệch độ mặn 7,27 5,08 0,01 
lúc thả giống > ð °/¿o 
Mật độ giống thả 6,00 3,50 0,03 
< 5 con/m? 
Mật độ giống thả từ 0,28 0,69 0,04 
5-10 con/m? 
Mẫu tôm thu hoạch 0,33 0,39 0,18 
nhiễm đốm trắng 
(WSSV) 
Tôm thuần < ð ngày 6,43 2,36 0,009 


Kết quả xử lý số liệu cho thấy việc thả giống vào buổi chiều có nguy cơ 
đưa đến năng suất tôm nuôi dưới 400 kg/ha cao hơn thả giống vào buổi sáng 2,76 
lần (Risk Ratio = 2,76; P - value = 0,04 ). Vấn để này có thể giải thích bởi sự 
ảnh hưởng của nhiệt độ. Theo Lester và Pante (1992) độ mặn ít ảnh hưởng đến 
tỉ lệ sống của tôm sú hơn yếu tố nhiệt độ. Cấu tạo ruộng nuôi có mức nước trên 
trảng thấp, mức nước trung bình cao nhất trên trảng = 0,58 + 0,1m (bảng 70). 
Nhiệt độ nước ruộng nuôi buổi chiều thường rất cao. Do đó trong nghiên cứu này 
chúng tôi không để cập đến yếu tố nhiệt độ là một hạn chế khả năng đánh giá 
sự tác động của các yếu tố ảnh hưởng . 

Một yếu tố khác có ảnh hưởng đến năng suất tôm nuôi đó là sự chênh lệch 
độ mặn lúc thả giống hơn 54. Tỉ lệ chênh lệch và tỉ lệ nguy cơ cao (Odds ratio 
= 7,27 ; Risk Ratio = 5,08; P —- value = 0,01). Khi thả giống có sự chênh lệch độ 
mặn hơn ð%4„ có nguy cơ dẫn đến năng suất nuôi dưới 400 kg/ha cao hơn 5,08 lần 
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so với độ mặn lúc thả giống chênh lệch < 5%⁄„. 


Yếu tố thứ 3 cân đề cập ở đây là mật độ giống thả. Mật độ giống thả < 5 
con/m” có khả năng dẫn đến năng suất tôm nuôi dưới 400 kg/ha cao gấp 3,5 lần 
so với mật độ > ð con/m” (Odds Ratio = 6,00 ; Risk Ratio = 3,50 ; P —~ value = 
0,03). Yếu tố thứ tư có ảnh hưởng đến năng suất tôm nuôi dưới 400 kg/ha là số 
ngày tôm được thuần < ð ngày. Nếu ruộng nuôi thả tôm được thuần < 5 ngày có 
nguy cơ dẫn đến năng suất tôm nuôi dưới 400 kg/ha cao hơn gấp 2,36 lần so với 
ruộng thả tôm được thuần > 5 ngày (Odds Ratio = 6,43 ; Risk Ratio = 2,36 ;P - 
valÌlue = 0,009). 


Chúng tôi so sánh ở mức rộng hơn sự tác động của các yếu tố ảnh hưởng 
với các ruộng nuôi có năng suất nuôi dưới 600 kg/ha. Kết quả so sánh được trình 
bày ở bảng 71. 


Bảng 71: Ảnh hưởng của một số yếu tố đến năng suất tôm nuôi dưới 600 


kg/ha . 
Chỉ Các yếu tố Tỉ lệ chênh lệch Tỉ lệ nguy cơ 1-tailed 
tiêu Odds Ratio (OR) Risk Ratio (RR) P-value 
Ao lắng 0,29 0,33 0,15 
Khu ương 1,42 1,24 0,55 
Đốt gốc rạ 0,63 0,67 0,45 
Để nguyên gốc rạ 3,43 2,13 0,04 
Cày xới gốc rạ 0,38 0,50 0,12 
Cấp nước ban đầu B,12 1,14 0,18 
không qua ao lắng 
Năng Cho nước ra vào trước 2,11 1,38 0,21 
suất khi lấy lần cuối 
tôm - Diệt tạp 3,22 1,07 0,33 
nuôi Gây màu nước 0,71 0,94 0,65 
dưới Tôm thuần trên bể 1,10 1,02 0,B7 
600 Tôm ương hầm đất 0,91 0,93. 0,89 
kg/ha Thả giống buổi sáng 0,11 0,70 0,01 
Thả giống buổi chiều 4,50 3,38 0,056 
Độ mặn lúc thả giống 1,36 1,33 0,65 
<1 
Chênh lệch độ mặn < 2,17 ụ 0,004 
lúc thả giống > ð °⁄‹e 
Mật độ giống thả 8,00 ð,20 0,04 
< ð con/m? 
Mật độ giống thả từ 0,17 0,67 0,02 
5-10 con/m” 
Mẫu tôm thu hoạch 0,46 0,53 0,29 
nhễm đốm trắng 
(WSSV) 
Tôm thuần < ð ngày 9,14 3,48 0,002 
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Khi khảo sát ở năng suất tôm nuôi dưới 400 kg/ha chúng tôi không ghi 
nhận sự ảnh hưởng nào của việc xử lý gốc rạ, nhưng ở mức năng suất nuôi dưới 
600 kg /ha thì có sự ảnh hưởng của yếu tố không xử lý gốc rạ khi cải tạo ruộng 
nuôi. Nếu ruộng nuôi trong quá trình cải tạo không xử lý gốc rạ có nguy cơ đưa 
đến năng suất tôm nuôi dưới 600 kg/ha cao hơn gấp 2.13 lần so với ruộng nuôi 
được xử lý gốc rạ (Odds Ratio = 3.43 ; Risk Ratio = 2.13; P -value = 0.04). 


Tương tự ở mức năng suất nuôi dưới 400 kg/ha, mức năng suất tôm nuôi 
dưới 600 kg/ha cũng có sự tác động của việc thả giống vào buổi chiều. Ruộng nuôi 
thả giống vào buổi chiều có nguy cơ đưa đến năng suất nuôi dưới 600 kg/ha cao 
gấp 3,33 lần so với buổi sáng, nhưng P - value = 0,056 chưa đủ ý nghĩa thống kê 
(OR = 4,50; RR = 3,33; p — value = 0,056). Mức năng suất dưới 600 kg/ha, sự tác 
động của việc thuần giống ít hơn 5ð ngày càng có ý nghĩa mạnh hơn. Ruộng nuôi 
thả giống được thuần < 5 ngày có nguy cơ đi đến năng suất tôm nuôi dưới 600 
kg/ha cao gấp 3,48 lần so với việc thả giống được thuần hơn ð ngày (Odds Ratio 
= 9,14; Risk Ratio = 3,48; P — value = 0,002) (bảng 72). 


Chúng tôi tiến-hành khảo sát sự ảnh hưởng của độ kiểm đối với năng suất 
tôm nuôi. Độ kiểm được theo dõi hàng tuần, sau đó tính bình quân theo tháng và 
được trình bày ở bảng 72. Theo bảng 72, độ kiểm trung bình từ tháng nuôi thứ 3 
trở lên tương đối thích hợp cho sự phát triển của tôm sú. Do đó chúng tôi chỉ 
khảo sát sự ảnh hưởng của độ kiểm lúc thả giống và trong hai tháng đầu (bảng 
72). 


Bảng 72: Ảnh hưởng của độ kiểm 2 tháng đầu và năng suất tôm nuôi 
dưới 400 kg/ha và dưới 600 kg/ha 


Chỉ Các yếu tố Tỉ lệ chênh lệch Tỉ lệ nguycơ Il1-tailed 
tiêu Odds Ratio (OR) Risk Ratio (RR) P-value 
Độ kiểm lúc thả giống 1,17 1,10 0,79 
< ð0 mg/1 
Độ kiểm lúc thả giống 0,99 1,00 0,99 
từ 50 - 80 mgi1 
Độ kiểm lúc thả giống 1,42 1,38 0,56 
Năng > 80 mgil 
suất Độ kiểm trung bình 0,66 0,69 0,50 
tôm tháng thứ 1 < 50 mgí1 
nuôi Độ kiểm trung bình 1,98 1,09 0,36 
dưới tháng thứ 1 từ 50 - 80 
400 mgi1 
kg/ha Độ kiểm trung bình 1,40 1,38 0,66 
tháng thứ 1 > 80 mgi/1 
Độ kiêm trung bình <0,04 HH 0,23 
tháng thứ 2 < 50 mg 
Độ kiểm trung bình 1,91 1,17 0,34 
tháng thứ 2 từ 50 ~ 80 
mgi1 


1ó6 


Độ kiểm trung bình 0,32 0,41 0,11 
tháng thứ 2 > 80 mg/1 


Độ kiểm lúc thả giống 1,56 1,33 0,47 
< 50 mgi1 
Độ kiểm lúc thả giống 0,81 0,92 0,72 
từ 
50 - 80 mg/1 
Năng Độ kiểm lúc thả giống 0,64 0,67 0,67 
suất > 80 mg/ 
tôm Độ kiểm trung bình 1,38 1,33 0,72 
nuôi tháng thứ I < 50 mgí1 
dưới Độ kiểm trung bình 1,15 1,02 0,58 
600 tháng thứ 1 từ 50 — 80 
kghha mgil 
Độ kiểm trung bình 0,66 0,67 0,64 
tháng thứ 1 > 80 mg/1 
Độ kiểm trung bình < 0,02 PHI 0,60 
tháng thứ 2 < 50 mgi1 
Độ kiểm trung bình 2,15 1,23 0,24 
tháng thứ 2 từ 50 — 80 
mgi 
Độ kiểm trung bình 0,30 0,42 0,06 


tháng thứ 2 > 80 mg 


Phân tích sự ảnh hưởng của yếu tố độ kiểm lúc thả giống và trong 2 tháng 
đầu đối với năng suất tôm nuôi dưới 400 kg/ha và 600 kg/ha (bảng 72) không tìm 
thấy có sự ảnh hưởng nào có ý nghĩa thống kê. 


IV.3.4. Kết quả phân tích mẫu 


Mẫu giống đầu vào thu trực tiếp trên từng ao trước khi thả vào ruộng nuôi 
được kiểm tra mầm bệnh đốm trắng phân tích bằng phương pháp Nested PCR 
cho kết quả âm tính ( - ) 100 %. Mầm bệnh đốm trắng cũng được theo dõi đến 
khi tôm thu hoạch. Mẫu tôm thu hoạch phân tích Nested PCR cho kết quả dương 
tính 18,0% (9 trong 50 trường hợp). Trong 2 trường hợp xảy ra hiện tượng tôm 
chết ở ngày nuôi 126,127 ngày nuôi có kết quả Nested PCR âm tính (-) ở mẫu 
126 ngày nuôi và dương tính (+) ở mẫu 127 ngày nuôi. 


Bảng 73: Kết quả phân tích mẫu 


Chỉ tiêu Tần suất xuất hiện Phần trăm N 
Kết quả PCR mẫu giống (+) 0 0,0 50 
(-) 50 100,0 
Kết quả PCR mẫu thu (đœ) 9 18,0 50 
hoạch (-~) 41 82,0 : 
Tôm chết trong quá trình (+) 2 4,0 50 
nuôi (-) 48 96,0 


—ễỄễẰ———_—_——_—— mh~—r—ersrs-rsr-rr-— 


Như vậy ở mô hình nuôi tôm lúa, việc nhiễm WSSV ở mức độ nhẹ không 
có ảnh hưởng gì lớn trong quá trình nuôi, tôm có thể chống chọi được với mầm 
bệnh và kéo dài ngày tuổi. 

V. KẾT LUẬN VÀ ĐỀ XUẤT 
V. 1. Kết luận 


Tổng kết phân tích sự ảnh hưởng của các yếu tố đối với cả 2 mức năng 
suất dưới 400 kg/ha và dưới 600 kg/ha chúng tôi có một số kết luận như sau: 


ơ. Một số yếu tố có tỉ lệ nguy cơ cao đưa đến năng suốt tôm nuôi dưới 400 
hg!hqa: 


- Tôm giống được thuần < 5 ngày 

- Chênh lệch độ mặn lúc thả giống > 5 °%⁄4„ 
- Thả giống vào buổi chiều 

- Mật độ giống thả < 5 con/m?. 


b. Một số yếu tố có tỉ lệ ngưy cơ cao đưa đến năng suốt tôm nuôi dưới 600 
hg!ha: 


- Tôm giống được thuần < 5 ngày 
- Chênh lệch độ mặn lúc thả giống > 5 %⁄‹ 
- Mật độ giống thả < 5 con/m? 
- Không xử lý gốc rạ khi cải tạo ruộng nuôi. 
V.2. Đề xuất 
1. Mô hình tôm - lúa luân canh được xem là mô hình nuôi bền vững, tuy nhiên 


cần được hỗ trợ thêm về khả năng Cung cấp nguồn tôm giống đảm bảo chất 
lượng. 


2. Ruộng nuôi cần phải gia cố bờ bao nhằm nâng cao mức nước, đảm bảo mức 
nước, sự dao động các yếu tố như nhiệt độ, pH thích hợp cho sự phát triển của 
đối tượng nuôi, góp phần nâng cao năng suất tôm nuôi thông qua việc nâng 
cao tỉ lệ sống tôm nuôi. 


8. Quá trình chuẩn bị ruộng nuôi nên dọn sạch các sản phẩm còn để lại sau vụ 
lúa (gốc rạ). 

4. Khi chọn giống, ngoài chất lượng giống cũng cần quan tâm đến tôm được 
thuần xuống ở độ mặn như thế nào? Yêu cầu tối thiểu độ mặn ở bể tôm giống 
và trong ruộng nuôi không được chênh lệch quá 55/42. 


ló8 


Chương II 


BƯỚC ĐẦU NGHIÊN CỨU DỊCH TẾ HỤC BỆNH ĐỐM TRẮNG TRÊN TÔM 
SÚ (Penaeus monodon) NUÔI TẬP TRUNG TẠI VĨNH HẬU - BẠC LIÊU 


I. MỞ ĐẦU 


Bệnh đốm trắng là bệnh truyền nhiễm do virus gây nên, chủ yếu trên đối 
tượng tôm he Penaedae, còn được gọi là hội chứng đốm trắng White Spot 
Syndrom Baculovirus (WSSV). Bệnh thiệt hại lớn đến năng suất cũng như sản 
lượng tôm nuôi của các quốc gia có nghề nuôi tôm (Nakano và ctv, 1994 ; 
Wongteerasupaya và ctv, 1995). Tôm nhiễm bệnh có thể có màu hồng đến nâu đỏ 
(Guang Hsiung Kou và ctv,1998). Bên trong vỏ giáp xuất hiện những đốm trắng 
đường kính từ 0,5 đến 2mm (có thể do sự lắng đọng của muối canxi trên lớp biểu 
bì mặt trong của lớp vỏ kitin) xuất hiện đầu tiên ở vỏ giáp (carapace) và đốt bụng 
thứ V,VI. Gan tụy trương có màu trắng hoặc hơi vàng. Tôm có các biểu hiện bỏ 
ăn, lờ đờ, kém hoạt động, thường có khuynh hướng cặp mé bờ, sau đó chết và 
chìm xuống đáy (Y.G.Wang và ctv,1998). Tôm bệnh có dấu hiệu trương nhân 
trong tế bào bị nhiễm (Chou và ctv,1995). Virus gây bệnh đốm trắng (WSSV) 
thuộc nhóm Baculovirus không thể ẩn (Lightner, 1996). Tỉ lệ chết tăng dần đến 
80 hay 100% trong vòng 7 đến 10 ngày (Nakano và ctv,1994).Cho đến thời điểm 
hiện nay các nhà nghiên cứu đã công bố rất nhiều các yếu tố dẫn đến sự bùng nổ 
bệnh đốm trắng trong ao nuôi. Sự nhiễm bệnh từ nguồn giống (Postlarvae) 
(Limsuwan, 1997 ; Flegel và Aldaysanz, 1998 ; Mushiake và ctv, 1999). Mâm 
bệnh xâm nhập vào ao nuôi thông qua nguồn nước lấy vào ao (Nakano và ctv, 
1994 ; Chou và ctv, 1998). Tôm nuôi trong ao thường phải chịu đựng những yếu 
tố gây stress trong thời gian dài (Chou và ctv, 1995 ; Lo và ctv, 1995 ; Sudha và 
ctv, 1998). Sự bùng nổ bệnh đốm trắng trong ao có thể do một số loài giáp xác 
hoang dã như : cua, tôm tự nhiên ,.. mang mầm bệnh từ bên ngoài vào mà chúng 
ta chưa kiểm soát được. Một số nghiên cứu đã công bố các loài ScyÌla serdfd, 
Mututa pianides, đóng vai trò là ký chủ trung gian (Iddya Karunasagar, S.E. 
Otta và Indrani Karunasagar, 1994). Mục tiêu chính của nghiên cứu này là bước 
đâu xác định các yếu tố nguy cơ chính đưa đến việc xảy ra bệnh đốm trắng trong 
mô hình nuôi tôm công nghiệp và bán công nghiệp tập trung ở ĐBSCL, 


II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 


II1. Địa điểm nghiên cứu: Một nghiên cứu chỉ tiết được tiến hành nhằm tìm 
ra những yếu tố có nguy cơ có liên quan đến bệnh đốm trắng (WSD) trên tôm sú 
(Penaeus monodon) tại Trại Nuôi Tôm Công Nghiệp 30 tháng 04 Vĩnh Hậu — Bạc 
Liêu. 
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I2. Sơ đồ bố trí thí nghiệm 


ác định yếu 


tố rủi ro 
Thu mẫu Điệu tra 


Các yếu tố kỹ 
thuật trên từng 
ao qua sổ nhật 


Các vùng nuôi 
xung quanh 
trại nuôi tôm 


Mẫu điước Mẫu định kỳ Mẫu tôm 


10 ngày/lân |, 


ngày/lần bệnh 


kí (nghiên cứu ở 
20 ao nuôi) 


30 tháng 04 
(46 nông hộ) 


Kết quả phân tích mẫu 
Xử lý số liệu 


1I.3. Phương pháp Nested PCR 


II3.1. Môi đặc hiệu của WSSV: Môi đặc hiệu đối với WSSV sử dụng trong 
phương pháp Nested PCR được thiết kế từ trình tự DNA SalI 1461 bp. Trình tự 
DNA SalI 1461 bp là một đoạn trong bộ gen của chúng virus gây bệnh đốm trắng 
trên tôm sú được phát hiện ở Đài Loan (Lo và ctv, 1996). Hai cặp mỗi đặc hiệu: 
146F1, 146R1 và 146F2, 146R2 


HI.3.3. Thu mẫu uà chuẩn bị dịch chiết DNA: Mẫu tôm thu tại hiện trường 
được cố định ngay bằng côn 95°. Trường hợp tôm Postlarvae thu ít nhất 100 con, 
tôm lớn thu phân mang của 10-20 con, mẫu giáp xác nhỏ thu nguyên con, mẫu 
giáp xác lớn thu phần mang. Tại phòng thí nghiệm, mẫu tôm sống hoặc đã cố 
định cồn được tách chiết DNA. Mẫu được nghiền trong cối sứ vô trùng với 600 hnÌ 
dung dịch tách chiết DNA. Dịch nghiền sau đó được biến tính bằng cách đun sôi 
cách thủy 5-10 phút và làm lạnh nhanh. Ly tâm ð phút ở tốc độ 13.000 
vòng/phút, thu dịch nổi bên trên đem phân tích PCR ngay hoặc bảo quản ở — 
20°C (bảo quản được lâu) để phân tích sau. 

HI3.3 Phản ứng PCR đặc hiệu uới WSSV: Phản ứng PCR chẩn đoán WSSV 
theo phương pháp Nested PCR (Lo và ctv,1996) cặp mỗi đặc hiệu đã nêu trên: 
146F1, 146R1 (khuếch đại lần một) và 146 F2, 146 R2 (khuếch đại lần hai). 10H] 
sản phẩm khuếch đại (của cả hai bước) được đem phân tách trên gel agarose 1% 
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có chứa Ethidium bromide, điện đi trong dung dịch TBE 1X, thời gian 30 phút ở 
100V. Đọc kết quả dưới tia UV: sản phẩm khuếch đại đặc hiệu DNA của WSSV ở 
bước 1 là1441bp và bước 2 là 941bp. Quy ước mức độ nhiễm WSSV của mẫu: 
PCR bước 1 dương tính đậm ( +++), PCR bước 1 dương tính yếu ++, PCR bước 1 
âm tính và PCR bước 2 dương tính yếu ( +). 


HII. KẾT QUÁ VÀ THẢO LUẬN 


II.1. Lịch sử phát triển của Trại Nuôi Tôm Công Nghiệp 30 tháng 04 
Vĩnh Hậu - Bạc Liêu 


Qua nghiên cứu lịch sử phát triển của trại nuôi tôm công nghiệp 30 tháng 
04 (Vĩnh Hậu, Bạc Liêu) cho thấy mặc dù nghề nuôi tôm sú ở đây đã phát triển 
từ lâu (1992) với hình thức quảng canh, mật độ từ 3 đến 5 con/m”, năng suất chỉ 
đạt từ 400 đến 700 kg/ha. Tuy với hình thức nuôi quảng canh nhưng dịch bệnh 
(đốm trắng) thường diễn ra và thường có rất ít ao duy trì đến thu hoạch (năm 
1994 - 1996). Sau khi thi công hoàn thành khu nuôi tôm công nghiệp 20 ha (20 
ao) và tiến hành nuôi với hình thức nuôi bán công nghiệp và công nghiệp, mật 
độ 9 - 30 con/m? dịch bệnh vẫn tiếp tục xảy ra và đa số các ao nuôi chết vào ngày 
nuôi thứ 40 đến 60 và dấu hiệu ghi nhận được cũng là bệnh đốm trắng. 


IIIL2. Vị trí khu nuôi công nghiệp và đặc trưng hoạt động kinh tế của 
vùng xung quanh 


III.3.1. Vị trí địa lý uà hệ thống cấp thoát nước: Địa hình của trại nuôi tôm 
30 tháng 04 thuộc vùng cao triểu. Qua sơ đổ tổng thể của trại có thể ghi nhận 
chất lượng nước trong hệ thống kênh bị ảnh hưởng rất lớn bởi các hoạt động 
nuôi thủy sản của các hộ sản xuất xung quanh. Mặc khác sự lưu thông nước bị 
hạn chế rất lớn do bãi bồi khá rộng ở bên ngoài (+ 0,2 m so với số không hải đồ), 
trong khi độ sâu kênh cấp nước chính cho trại nuôi chỉ là - 0,6m so với số không 
hải đồ. Chính mật độ và kích cỡ của hệ thống cấp thoát nước phục vụ cho khu 
vực nuôi tôm thâm canh của trại 30/4 khá hạn chế và thực tế không tương xứng 
với công nghệ nuôi được áp dụng tại đây. 


III.3.2. Đặc trưng kinh tế xã hội khu dân cư lân cận: Trại nuôi tôm Vĩnh 
Hậu hầu như được bao bọc bởi các ao đầm nuôi tôm qui mô nông hộ. Về khía 
cạnh kỹ thuật kết quả điều tra cho thấy gần 90% số nông hộ có tiến hành cải tạo 
ao đầm trước khi thả giống nuôi với 30% số nông hộ thực hành việc nuôi tôm 
quanh năm còn lại khoảng 70% tiến hành nuôi theo mùa vụ trong năm.Khi quan 
tâm đến nguồn gốc giống sử dụng để nuôi, kết quả phân tích cho thấy 65% số 
nông hộ sử dụng con giống có nguồn gốc tự nhiên - với nguồn nước được lấy trực 
tiếp từ sông (70%). Các nông hộ tại vùng khảo sát vẫn áp dụng hình thức nuôi 
quảng canh, phổ biến là thay nước thường xuyên theo thủy triều (80%). Khi quan 
tâm đến các vấn để xử lý và thay nước trong quá trình nuôi kết quả điều tra cho 
thấy 80% số nông hộ thải nước từ đầm nuôi trực tiếp ra nguồn nước bên ngoài. 
Sau vụ nuôi, công tác vệ sinh ao đầm tuy có thực hiện nhưng vấn đề xử lý bùn 
đáy ao vẫn còn nhiều hạn chế. Trên 70% nông hộ đưa chất thải từ đáy ao lên bờ 
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ao và trên 60% số nông hộ thải thẳng ra nguồn nước bên ngoài. Kết quả bước 
đầu của việc điều tra cho thấy tác động tiêu cực tương hỗ khá rõ giữa trại nuôi 
tôm Vĩnh Hậu và các nông hộ chung quanh. Mật độ nông hộ cao bao quanh trại 
Vĩnh Hậu, tác động tiêu cực đối với môi trường của các hình thức nuôi hiện hữu 
rõ ràng đã làm cho môi trường nước cấp ngày càng suy thoái. Đó là điều cần được 
nhìn nhận bên cạnh các yếu tố khác trong nội tại trại nuôi tôm công nghiệp 
Vĩnh Hậu. 


IH.3. Diễn biến sự phát sinh bệnh ở các ao nghiên cứu 


III.3.1. Ao bộc phát bệnh đầu tiên: Khi hiện tượng tôm chết xảy ra ở ao nuôi 
Dị, ghi nhận có sự cố rò rỉ nước từ ao lắng qua ao nuôi Dị. Số lượng tôm chết 
chiếm khoảng 10 % trong tổng quần đàn. Quan sát dấu hiệu lâm sàng ghi nhận 
15% số tôm chết có dấu hiệu đốm trắng. Thu mẫu tôm bệnh và xét nghiệm bệnh 
đốm trắng trong phòng thí nghiệm bằng phương pháp Nested PCR cho kết quả 
dương tính với mức độ nhiễm khá cao (++). Tôm chết với cường độ rất nhanh. 
Tôm chết ở ngày tuổi khá ngắn (30 ngày tuổi). Điều kiện môi trường ao nuôi 
trước khi xảy ra hiện tượng tôm chết tương đối ổn định. Độ sâu trong tháng nuôi 
thứ 1 hợp lý (70-80cm), độ mặn thích hợp (255/4), khoảng dao động pH trong 
ngày (< 0,ð). Điều cần ghi nhận là độ pH kể từ lúc bắt đâu thả giống khá cao 
(> 8,ð). Kết quả kiểm tra mầm bệnh đốm trắng định kỳ ở ao nuôi Dạ lúc 20 ngày 
tuổi cho kết quả âm tính. Có thể nhận xét sơ bộ rằng quá trình xảy ra bệnh 
trong ao nuôi D; có thể do một tác nhân gây bệnh virút khác (không có xét 
nghiệm) cộng hưởng với mầm bệnh đốm trắng ( hiện diện sẵn với cường độ và tỷ 
lệ nhiễm thấp hoặc bị xâm nhập từ bên ngoài). Điều này được khẳng định khá rõ 
qua kết quả xét nghiệm âm tính ở 20 ngày tuổi và kết quả dương tính đối với các 
mẫu tôm có dấu hiệu bệnh lý rõ. 
LHI.3.2. Bùng nổ dịch bệnh trên diện rộng 

® Nhóm ao dãy D: Đợt bùng nổ dịch bệnh trên diện rộng diễn ra 9 ngày 
sau đó trên 2 ao nuôi D;, D; ( hình 85) nằm kế cận và thả giống cùng ngày với 
ao Dị. Các yếu tố môi trường ao nuôi nằm trong giới hạn cho phép. Tương tự 
như ao D;¿ chỉ tiêu pH ở ao Dạ, Dạ luôn luôn ở mức cao (>8.0). Độ mặn trong ao 
nuôi D; từ ngày thứ 20 trở đi đã lên đến 30⁄¿ Cả 2 ao (D;, Dạ, ) đều ghi nhận 
sau 20 ngày nuôi tảo đáy phát triển, lớp tảo già nổi lên mặt nước khá nhiều. Khi 
quan sát dấu hiệu tôm chết trong ao Dạ, Dạ, ghi nhận 30-40 % số tôm chết có 
biểu hiện lâm sàng nhiễm bệnh đốm trắng, 25-30 % nhiễm bệnh đâu vàng và 
hơn 40 % có dấu hiệu nhiễm khuẩn. Cường độ chết đều ở mức trung bình, độ tuổi 
tôm nuôi còn nhỏ nên quyết định hủy bỏ vào ngày nuôi thứ 44. Kết quả phân 
tích mẫu tôm định kỳ lúc 20 và 30 ngày tuổi ở các ao Dạ, Dạ đều ghi nhận không 
nhiễm mâm bệnh đốm trắng. Ao D, bùng nổ bệnh sau cùng so với các ao được 
thả vào cùng thời điểm . Các mẫu tôm định kỳ lúc 20-30-40 ngày tuổi ghi nhận 
không có sự hiện diện của mầm bệnh đốm trắng trên tôm nuôi. Mẫu tôm bệnh 
lúc 47 ngày tuổi cho kết quả dương tính (++). Tôm chết có biểu hiện lâm sàng 
đốm trắng với tỉ lệ 25%, cụt râu chiếm 35%, đóng rong (20%) với cường độ chết 
chậm (rải rác). Khả năng lan nhiễm mầm bệnh vào ao Dạ từ các ao kế cận là có 


172 


cơ sở khẳng định. 


® Nhóm ao dãy E: Ao E¿ phát bệnh một ngày trước việc bùng nổ bệnh ở 
các ao nuôi E¡, Ð;. Kết quả phân tích mẫu tôm định kì lúc 20 và 30 ngày tuổi ở 
ao Bạ đều cho kết quả âm tính. Khi phân tích quá trình phát sinh bệnh ở 2 ao 
- Bị, Ea, nhân thấy ở các ao này tôm đã mang mâm bệnh đốm trắng từ lúc 20 ngày 
tuổi. Thời gian ủ bệnh ở các ao này tương đối dài hơn so với các ao đã để cập ở 
phần trên tôm chết vào ngày nuôi thứ 40. Sự khác biệt duy nhất có thể tìm thấy 
ở 2 ao này là sự biến động độ pH sáng chiều khá thấp và ở mức ổn định với 70- 
80% số ngày có sự dao động độ pH< 0,2 đơn vị. Tuy nhiên cả 2 ao đều có hiện 
tượng lab-lab phát triển rất mạnh và độ trong nước ao nuôi khá cao ngay tại thời 
điểm xảy ra bệnh (50 cm). Phân tích dấu hiệu lâm sàng của tôm trong ao nuôi E 
cho thấy tỉ lệ tôm bị đầu vàng <10%, nhiễm khuẩn 25%, và đóng rong (30%). Đối 
với ao P¿ khi quan sát biểu hiện lâm sàng của tôm chết ghi nhận tôm bị đốm 
trắng <15%, đầu vàng 10%, nhiễm khuẩn 20 % và đóng rong tương đối cao (30%). 
Tỉ lệ tôm nhiễm khuẩn và đóng rong chiếm khá cao trong quần đàn (20-30%) 
một lần nữa khẳng định chất lượng nước của ao nuôi không đạt yêu cầu. Áo nuôi 
Ex bệnh bùng nổ ở ngày tuổi thứ 47, tôm chết có tỉ lệ nhiễm đốm trắng chiếm 
80% với cường độ chết rất nhanh (++). Kết quả xét nghiệm mẫu tôm định kỳ lúc 
20-30-40 ngày tuổi ở ao E¿ không ghi nhận sự hiện diện của mắn bệnh đốm 
trắng trên tôm nuôi. Sự bùng nổ bệnh ở ao Eụ xảy ra sau 5 ngày kể từ khi bệnh 
bùng nổ ở các ao Dạ, Dạ, E; (các ao lân cận, gần kề với ao E„) cho thấy khả năng 
lan nhiễm từ ao này sang ao khác với xác suất rất cao. 


e Nhóm ao dãy C: Bệnh tiếp tục bùng nổ tiếp theo ở các ao C¡, và Cụ. 
Các mẫu tôm định kỳ lúc 10-20 ngày tuổi cho thấy không có sự hiện diện của 
mâm bệnh trên tôm nuôi. Mẫu tôm thu định kỳ 30 ngày tuổi ở ao C¡ ghi nhận sự 
hiện diện mầm bệnh đốm trắng trên tôm nuôi với mức độ nhiễm khá cao (++). 
Trong khi đó mẫu tôm định kỳ 30 ngày tuổi trong ao C¿ không ghi nhận sự hiện 
diện của mầm bệnh này. Cả 2 ao đều bùng nổ bệnh vào ngày nuôi thứ 36. Dấu 
hiệu biểu hiện lâm sàng tôm chết cả 2 ao Cạ, C„ đều ghi nhận không có dấu hiệu 
bệnh đốm trắng. Ao C¡ có tỉ lệ tôm chết bị cụt râu chiếm 35%, tỉ lệ tôm bị đóng 
rong chiếm 20%, cường độ tôm chết chậm (rải rác). Tôm chết ở ao Cạ có đấu hiệu 
nhiễm khuẩn (cụt râu) chiếm >20%, đóng rong chiếm >30% , cường độ chết 
nhanh hơn ao C¡ nhưng cũng ở mức thấp (rải rác). Khi phân tích các chỉ tiêu môi 
trường ao nuôi điều đáng ghi nhận là biên độ dao động pH trong ngày tương đối 
thấp (<0,3 đơn vị) nhưng luôn nằm ở mức cao (>8.5). Độ trong luôn ở mức rất cao 
(50-60 cm) kể từ lúc bắt đầu thả giống cho đến khi bùng nổ dịch bệnh. Ao C; xảy 
ra bệnh cùng ngày với ao Dạ nhưng chỉ sau ao C¡, C¿ Ingày. Một đặt điểm cần 
lưu ýlà tôm chết không có biểu hiện lâm sàng của bệnh đốm trắng. Tỉ lệ nhiễm 
khuẩn (cụt râu) chiếm hơn 20%, tỉ lệ tôm đóng rong chiếm hơn 30%, cường độ 
chết trung bình. Kết quả phân tích mẫu tôm định kỳ lúc 10-20-30 ngày tuổi 
trong phòng thí nghiệm cho kết quả âm tính. Mẫu tôm bệnh lúc 37 ngày tuổi ghi 
nhận tôm nhiễm đốm trắng với mức độ nhiễm tương đối cao (++). Điều cần chú ý 
là các ao nuôi trong dãy C đều thả nuôi cùng ngày. Ao Cạ có thời gian nuôi kéo 
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dài hơn cáo ao khác và bùng nổ bệnh sau 45 ngày nuôi. Tôm chết có biểu hiện 
bệnh đốm trắng chiếm tỉ lệ 20%, cường độ chết chậm (rải rác). 


Ao đn, đa Ao Da, Dạ, B; 
xảy ra bệnh: 22-03-2000 xảy ra bệnh: 21- 03-2000. 


b„ Xảy ra 
bệnh ngày: 
26-03-2000 


D, Xây ra 
bệnh ngày: 
29-03-2000. 


bệnh ngày: 


¿ xảy ra 
bệnh ngày: 
28-03-2000 


€ạ xảy ra 
bệnh ngày: 
07-04-2000 


Bạ xảy ra 
bệnh ngày: 
10-04-2000 


Bạ xảy ra 


: : Ba xảy ra 
bệnh ngày: bệnh ngày: 
24-04-2000 31-03-2000 


05-05-2000 


L_) Các ao nuôi công nghiệp mật độ 30-35 con/m? (Qui trình Viện NC NTTS II). 

: Các ao nuôi bán công nghiệp mật độ 15 con/mˆ (Qui trình do Công Ty NTTS 
Vĩnh Hậu thực hiện). 

Các ao nuôi công nghiệp mật độ 25 con/m? (Qui trình Thái Lan). 


Hình §6: Diễn biến dịch bệnh ở các ao nghiên cứu 


® Nhóm ao dãy B: Ao B; có hiện tượng bùng nổ bệnh tiếp theo sau ngày 
nuôi thứ 28 với tỉ lệ nhiễm đốm trắng chiếm 25%, tỉ lệ nhiễm đầu vàng chiếm 
15%, cường độ tôm chết rất nhanh. Ao Bạ là ao có hiện tượng bùng nổ bệnh sớm 
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nhất trong các ao nuôi. Tôm chết chỉ có dấu hiệu lâm sàng của bệnh đốm trắng 
và bệnh đầu vàng. Phân tích các yếu tố môi trường ao nuôi Bạ cho thấy chỉ số pH 
trong tháng thứ nhất hơi cao nhưng độ dao động trong ngày rất thấp (<0,2 đơn 
vị). Độ trong ban đầu thể hiện với chỉ số tương đối cao (>60 cm). Mẫu giống đầu 
vào và các mẫu định kỳ lúc 10-20 ngày tuổi đều được kiểm tra và cho kết quả âm 
tính. Mẫu tôm bệnh lúc 28 ngày tuổi, ghi nhận sự hiện diện mầm bệnh đốm 
trắng trên tôm nuôi với mức độ nhiễm thấp (+).Quá trình bùng nổ dịch bệnh tiếp 
tục diễn ra với các ao nuôi còn lại. Ao B„ xảy ra hiện tượng tôm chết sau khi tiến 
hành xử lý GDA định kỳ lần thứ nhất trong quá trình nuôi. Hiện tượng tôm 
chết hàng loạt xảy ra sau khi xử lý GDA nồng độ 0,7 ppm và thay nước 20%. 
Tôm chết có biểu hiện lâm sàng bệnh đốm trắng chiếm 30%, cường độ chết rất 
nhanh ở ngày tuổi thứ 38. Các yếu tố môi trường ao nuôi B„ được ghi nhận là 
tương đối thích hợp sau 20 ngày nuôi (pH = 8,3-8,5, độ trong từ 40- 45 cm). Mẫu 
tôm giống đầu vào và các mẫu tôm định kỳ 10-20-30 ngày tuổi đều cho kết quả 
âm tính. Mẫu tôm bệnh lúc 38 ngày tuổi cho kết quả PCR dương tính với mức độ 
nhiễm thấp (+). Hai ao nuôi công nghiệp B¡, B; (mật độ thả 30-35 con/m?) có thời 
gian thả tôm rất muộn trong tình huống dịch bệnh đã bộc phát trên các ao thả 
giống trước trong trại nuôi . Các biện pháp cơ học nhằm ngăn chặn sự truyền lan 
đã được triển khai như rào lưới và cách ly với các ao đã và đang diễn ra dịch 
bệnh. Ao B; có hiện tượng tôm chết sau khi xử lý định kỳ Formalin 30 ppm lần 
đầu tiên lúc 30 ngày tuổi, bệnh bùng nổ lúc 34 ngày tuổi với tỉ lệ nhiễm đốm 
trắng 25%, nhiễm khuẩn (cụt râu) chiếm 40%, và đổng rong chiếm 40%. 


Tôm giống giống đầu vào được kiểm soát chặt, mẫu tôm định kỳ lúc 10-20 
ngày tuổi không ghi nhận sự hiện diện mầm bênh đốm trắng trên tôm nuôi. Mẫu 
tôm định kỳ lúc 30 ngày tuổi, mẫu tôm bệnh lúc 34 ngày tuổi ghi nhận mức độ 
nhiễm đốm trắng khá nặng (++).Các yếu tố môi trường ao nuôi Bạ khá ổn định 
và đạt yêu cầu. Độ dao động pH trong ngày rất thấp (<0,2 đơn vị), độ trong 
tương thích hợp (40- 45 cm), có một số ngày độ trong tăng lên mức 55 em nhưng 
rất ít. Tương tự như ao Bạ, tôm giống ao B¡ đâu vào được kiểm soát chặt. Mẫu 
tôm định kỳ 10-20 ngày tuổi không ghi nhận sự hiện diện mầm bệnh virus đốm 
trắng. Mẫu tôm định kỳ lúc 30 ngày tuổi và mẫu tôm bệnh lúc 36 ngày tuổi đều 
ghi nhận tôm nuôi nhiễm virus đốm trắng với mức độ nhiễm khá nặng (++). Ao 
Bị tiến hành xử lý Formalin (25 ppm) định kỳ và bệnh bộc phát khi tôm 36 ngày 
tuổi. Biểu hiện lâm sàng tôm chết ở ao B; có tỉ lệ nhiễm đốm trắng 10%, nhiễm 
khuẩn (cụt râu) chiếm 30%, và đóng rong chiếm 30%. Phân tích các yếu tố môi : 
trường ao Bị, một vấn đề đáng ghi nhận ở đây là biến động độ pH trong ngày 
không đáng kể (<0,2 đơn vị), độ trong rất thích hợp kể từ lúc bắt đầu thả tôm 
cho đến lúc xảy ra bệnh (35-40 cm). 


e Nhóm ao dãy A: Áo A¡ có thời gian nuôi tương đối dài hơn các ao khác 
(trên 60 ngày). Bệnh bùng phát sau khi xử lý GDA (0,6 ppm) và thay nước 20%. 
Tôm chết bị nhiễm khuẫn (cụt râu, phồng đuôi) >40%, tỉ lệ tôm nhiễm đốm trắng 
<15%, tỉ lệ tôm đóng rong chiếm 25%, cường độ chết chậm (rải rác). Các mẫu 
định kỳ 20-30-40-50 ngày tuổi cho kết quả âm tính. Mẫu tôm thu hoạch (tôm 
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bệnh) kết quả phân tích PCR cũng cho kết quả âm tính. Khi phân tích các yếu tố 
môi trường ao nuôi cho thấy cũng không ghi nhận đặc điểm khác biệt với các ao 
nuôi khác. Độ dao động pH trong ngày tương đối thấp (<0,3 đơn vị), độ trong 
tương đối cao (50-60 cm). A; và As với qui trình nuôi tôm công nghiệp (mật độ 25 
con/m?) ghi nhận bệnh xảy ra ở ao A; sau 36 ngày nuôi . Biểu hiện lâm sàng tôm 
chết có dấu hiệu nhiễm bệnh đốm trắng 5%, tỉ lệ tôm đóng rong chiếm 35%. 
Điều kiện ao nuôi khi xảy ra bệnh không tốt, độ trong rất cao (60 em), lab-lab 
phát triển trong ao rất nhiều. Phân tích các yếu tố môi trường ao nuôi A; cho 
thấy sự dao động độ pH trong ngày rất thấp (<0,2 đơn vị), độ trong luôn thể hiện 
ở mức cao (55-60 cm) trong suốt quá trình nuôi. Kết quả phân tích mẫu tôm định 
kỳ 10-20-30 ngày tuổi cho kết quả âm tính. Kết quả phân tích mẫu tôm bệnh lúc 
36 ngày tuổi ghi nhận tôm nuôi nhiễm virus đốm trắng với mức độ nhiễm khá 
cao (++). Đối với ao A¿ sau khi xử lý hóa chất định kỳ (BKC 50% nồng độ 2 ppm) 
tôm bắt đầu chết hàng loạt và đi đến thu hoạch sau khi xử lý 3 ngày. Quan sát 
tôm chết sau 47 ngày nuôi ghi nhận tỉ lệ bệnh đốm trắng 20%, cụt râu chiếm 
60%, cường độ chết tăng dân ở các ngày sau khi xử lý. Các mẫu định kỳ lúc 30- 
40-43 ngày tuổi cho kết quả phân tích PCR âm tính. Tôm chết ghỉ nhận nhiễm 
virus với mức độ rất nặng (+++). Khi phân tích các yếu tố môi trường ao nuôi A¿ 
nhìn chung không có sự khác biệt với các ao khác. Ao A¿ là ao nuôi cuối cùng, 
kéo dài nhất trong hệ thống ao nuôi của trại nuôi tôm 30 tháng 04. Các mẫu 
định kỳ 20-30-47 đều ghỉ nhận không có dấu hiệu nhiễm virus đốm trắng. Kết 
quả phân tích PCR mẫu tôm bệnh ghi nhận tôm nuôi nhiễm đốm trắng với mức 
độ nặng (++). Biểu hiện lâm sàng tôm chết ở ngày tuổi 63 cho thấy tỉ lệ tôm 
nhiễm bệnh đốm trắng 10%, đóng rong chiếm 25%, và nhiễm khuẩn (cụt râu) 
chiếm 30%, cường độ chết trung bình. Xem xét lại các yếu tố môi trường ao nuôi 
A¿ cho thấy những ngày trước khi xảy ra bệnh độ dao động pH trên ngày rất lớn 
(0,7 đơn vị). 


Kết quả nghiên cứu cho thấy trại nuôi 30/4 đã có tiền sử tôm nuôi bị bệnh 
đốm trắng từ năm 1994. Căn cứ vào các số liệu thống kê cho thấy sự bùng phát 
bệnh tại đây diễn ra theo chu kỳ năm. Mặc khác khi xem xét các yếu tố địa hình 
tuy trại 30/4 được xây dựng ở vùng đất cao triều nhưng việc lưu thông nước ở khu 
vực bên ngoài rất hạn chế do bãi bồi khá rộng phía bờ biển và độ sâu của hệ 
thống mương cấp thoát nước khá nông. Mật độ nông hộ cao của cộng đồng dân cư 
sinh sống và hậu quả của các hoạt động nuôi tôm chung quanh trại đã góp phần 
làm môi trường nuôi ngày càng suy thoái. Chính đặc tính chính của hệ sinh thái 
đầm nuôi tôm và vùng nuôi tôm rất biến động đã làm cho hệ thống sản xuất này 
thiếu tính bên vững và hậu quả dẫn đến nhiều thiệt hại cho nghề nuôi tôm trên 
thế giới (Funge Smith, 1996). 

e® Bên cạnh đó do kết cấu đất có hàm lượng sa cấu cát chiếm tỷ trọng cao 
và chất lượng thi công công trình ở đây chưa đạt yêu cầu đã dẫn tới hiện tượng 
rò rỉ, thẩm lậu giữa các ao, các vấn để vệ sinh môi trường bên trong nội tại trại 
30/4 chưa thật sự hợp lý. Kong Keo (1996) đã chỉ rõ đất thịt với sa cấu chắc 
chắn, đất không bị nhiễm phèn và không chứa nhiều mùn bã hữu cơ, đất nằm ở 
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địa hình cao triểu được xem là phù hợp nhất cho xây dựng ao nuôi tôm công 
nhiệp. Tất cả các phân tích vừa nêu đã góp phần giải thích và làm sáng tỏ các 
yếu tố nguy cơ chính (về mặt môi trường và xã hội) cùng với các yếu tố nguy cơ 
nội tại (sẽ được phân tích sau) đã góp phần đưa đến sự bùng phát dịch bệnh đốm _ 
trắng trên tất cả các ao nuôi của trại 30/4 trong vụ mùa năm 2000. 


Khi đề cập đến chất lượng nước của nguồn nước và nước trong các ao nuôi 
với độ pH khá cao ( >8) cho thấy mức độ ô nhiễm hữu cơ ở nhiều cấp độ khác 
nhau của nguồn nước (Boyd,1990). 


Trong hầu hết các trường hợp độ trong của nước ao khi mới thả tôm và 
sau một tháng hoặc hai tháng nuôi là khá cao (>0,5m). Đó chính là hậu quả của 
việc xử lý nước trong ao chứa với hóa chất diệt khuẩn mạnh và liều sử dụng cao. 
Hầu hết các vi sinh vật, phù du động thực vật hiện diện rất ít trong nước ao do 
đó rất khó kích thích tảo phát triển. Nước có độ trong cao làm tôm bắt mồi kém, 
thức ăn dư thừa làm nước ao bị ô nhiễm hữu cơ, ánh sáng khuyếch tán mạnh 
kích thích tảo đáy phát triễn làm thu hẹp vùng sinh sống của tôm, và không có 
nhóm tảo ưu thế phát triển tạo điều kiện cho các mầm bệnh phát triển (Hảo, 
2000). Đây chính là các tiền để cơ bản tạo ra các stress đối với tôm nuôi giúp các 
mầm bệnh tấn công đưa đến bùng phát bệnh cục bộ trong từng ao và lan nhiễm 
trong toàn trại (Chanratchakool, 1999) . 


® Kết quả nghiên cứu cho thấy tuổi nhiễm bệnh đốm trắng trên tôm sú 
nuôi có dãy phân bố khá rộng. Sớm nhất là 28 và muộn nhất là 63 ngày tuổi với 
tần suất cao nhất tập trung ở lứa tuổi 35-45 ngày. Các công trình công bố về kích 
cỡ và lứa tuổi chết của bệnh đốm trắng trên tôm sú cho thấy không có giới hạn 
rõ rệt ngoài hai đặc điểm chính là chết với số lượng lớn và trong thời gian rất - 
ngắn (Chou et al,1995; Anonymous, 1997a) 


® Các nghiên cứu của Chou & ctv, (1998) công bố thời gian ủ bệnh đốm 
trắng trên tôm nuôi là 1-3 ngày và thường không kéo dài quá một tuần. Kết luận 
này hoàn toàn phù hợp trong các kết quả xét nghiệm WSSV bằng nested PCR. Ở 
ĐBSCL thời gian ủ bệnh của virút đốm trắng trên tôm nuôi không kéo dài quá 
10 ngày. Điều cần phải làm sáng tổ thêm là WSSV có thể hiện diện (không phát 
triển) trong suốt chu kỳ đời sống của tôm ở dạng tiểm ẩn và bùng nổ khi tôm 
chịu một điều kiện stress nào đó (Lo & ctv, 1998) . Điều này được thể hiện khá 
rõ ở hai ao Elvà E2. 


e Wongteerasupaya & ctv (1995) trong công bố của mình đã khẳng định 
việc nhiễm đồng thời nhiều virút gây bệnh trên tôm cụ thể là sự hiện diện đồng 
thời của WSSV và YHV hoặc MBV. Các biểu hiện lâm sàng rất khác nhau trong 
một ao tôm đều cho kết quả xét nghiệm nested PCR dương tính trong nghiên cứu 
này góp phần khẳng định một lần nữa kết luận vừa nêu. Chính các tác nhân cơ 
hội như kí sinh trùng (đóng rong), vi khuẩn (hoại tử phụ bộ, phông vảy râu , 
chân đuôi) hoặc ngay cả các tác nhân virút có độc lực kém hơn (YHV, MBV) đã 
làm tiên để làm suy yếu tôm thông qua các tác động stress của môi trường làm 
bùng phát bệnh đốm trắng trong cục bộ từng ao và cả trại nuôi. 
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® Điều thấy rất rõ trong nghiên cứu này là hậu quả bùng phát bệnh đốm 
trắng rất mạnh ở một số ao sau khi xử lý một số loại hóa chất như Formaline, 
GDA, hoặc BKC. Lightner và Redman (1998b) đã nêu rõ vai trò của Formaline 
trong kiểm soát virút đốm trắng trong ao nhằm loại các con yếu và bệ::h ra khỏi 
quần đàn. Tuy nhiên điều cần đáng lưu ý là các yếu gây stress của các hóa chất 
này sẽ làm thay đổi các yếu tố vật lý và sốc thẩm thấu đưa sự lan nhiễm WSSV 
từ trạng thái tiềm ẩn sang hoạt động (Cliford & ctv,1999). 


® Nhiều bằng chứng trong nghiên cứu này khẳng định sự lây lan giữa các 
cá thể tôm trong nội bộ từng ao nuôi và sự lây lan từ ao nuôi này sang ao nuôi 
khác trên diện rộng. Lo & ctv (1996a) xác định tôm hoang dã, tôm càng xanh, 
phiêu sinh vật, và ấu trùng côn trùng là vật chuyên chở mầm WSSV. Khả năng 
gây nhiễm tự nhiên của WSSV được tìm thấy không chỉ trên tôm trưởng thành 
mà còn ở cả tôm post larvae (Flegel & ctv, 1998). Trong các con đường lây lan 
ngoài nước và phân, sự ăn nhau giữa tôm khỏe và tôm yếu được xem là đường 
truyền lan mạnh nhất. 


IV. KẾT LUẬN 


- Tiền sử bệnh đốm trắng hiện diện từ ngày thành lập trại, sự bất lợi về 
địa hình do bãi triều khá cao phía ngoài, tính không hợp lý của hệ thống thủy lợi 
và mật độ nông hộ có hoạt động nuôi tôm cao đã làm cho chất lượng môi trường 
nước có dấu hiệu suy thoái góp phân vào việc bùng phát dịch bệnh của hệ thống 
nuôi. 

- Mầm gây bệnh gây chết tôm trong các ao nuôi bán công nghiệp và công 
nghiệp tại trại nuôi tôm 30 tháng 04 do virus đốm trắng là chính cùng với các 
tác động cộng hưởng từ một hoặc một số mầm bệnh khác (virus đầu vàng , MBV, 
vi khuẩn và ký sinh trùng). Chính sự hiện diện của một nhóm virus khác mà kỹ 
thuật xét nghiệm chưa xác định rõ đã làm tăng tính cộng hưởng của virus đốm 
trắng trong ao nuôi. Điều này góp phần làm sáng tổ thêm con đường truyền lan 
theo chiều ngang của virus đốm trắng ở trại nuôi tôm 30⁄4. 


- Kết quả nghiên cứu cho thấy tuổi nhiễm bệnh đốm trắng trên tôm sú 
nuôi có dãy phân bố khá rộng. Sớm nhất là 28 và muộn nhất là 63 ngày tuổi với 
tần suất cao nhất tập trung ở lứa tuổi 35-45 ngày. 

-Đối với mô hình nuôi bán công nghiệp và công nghiệp, dịch bệnh đốm 
trắng sẽ bùng nổ không quá 10 ngày sau khi ghi nhận có $ự hiện diện của mầm 
bệnh trên tôm nuôi dưới tác động của một số yếu tố làm tăng tính mẫn cảm của 
virus này. Các yếu tố khác như sự ổn định của môi trường ao nuôi góp phần 
quan trọng trong việc kéo dài thời gian tiềm ẩn của virus đốm trắng. 


- Kết cấu đất cũng như chất lượng thi công công trình ở đây chưa đạt yêu 
cầu dẫn tới hiện tượng rò rỉ, chất lượng nước trong ao nuôi (do nguồn nước hoặc 
các giải pháp kỹ thuật quản lý ao nuôi chưa hợp lý) bị ô nhiễm hữu cơ làm tiên 
đề cho sự lan nhiễm mầm bệnh giữa các ao nuôi kế tiếp nhau trong cùng một 
dãy. 


178 


Chương III 
BƯỚC ĐẦU NGHIÊN CỨU DỊCH TẾ HỤC BỆNH ĐỐM TRẮNG TRÊN TÔM 
SÚ Ở MÔ HÌNH NUÔI THÂM ANH TẠI KIẾNG PHƯỚC - TIỀN GIANG 


I. ĐẶT VẤN ĐỀ 


Trong những năm gần đây công nghệ nuôi tôm, đặc biệt là nuôi tôm sú đã 
phát triển đáng kể tại khu vực Đồng Bằng Sông Cửu Long - Việt Nam. Tuy 
nhiên việc nuôi tôm với mật độ cao cộng với sự suy thoái môi trường và kỹ thuật 
nuôi chưa đáp ứng được cho việc phát triển nuôi tôm thương phẩm là những yếu 
tố chính dẫn đến dịch bệnh ảnh hưởng đến quá trình nuôi. Vùng Kiểng Phước — 
Tiền Giang là nơi tập trung các hộ nuôi tôm theo mô hình nuôi thâm canh được 
hình thành từ năm 1999. Tình hình nuôi tôm tại vùng này năm 2000 và 2001 
gặp nhiều rủi ro do bệnh tôm thường xuyên xảy ra trên diện rộng. Nhằm góp 
phần khắc phục các rủi ro và ổn định tình hình nuôi tôm thâm canh tại vùng 
này, Viện Nghiên Cứu Nuôi Trồng Thủy Sản II triển khai chương trình nghiên 
cứu “Dịch tễ học bệnh tôm sú nuôi thâm canh” trong vụ nuôi chính năm 2002. 
Nội dung nghiên cứu bao gồm: 

- Xác định các yếu tố rủi ro còn tổn tại trong qui trình nuôi tôm thâm 
canh của vùng nuôi. 


- Nghiên cứu diễn biến bệnh tôm của vùng nuôi. 
- Hiệu quả kinh tế và các yếu tố ảnh hưởng. 
II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 
II.1. Thời gian - địa điểm 
- Thời gian: tháng 04-11 năm 2002 nhằm vụ nuôi chính trong năm. 


- Địa điểm: khu nuôi tôm thâm canh tập trung thuộc xã Kiểng Phước, 
huyện Gò Công Đông, tỉnh Tiền Giang. 
IIL2. Bố trí điều tra - thu mẫu 
- Số ao điều tra - thu mẫu: 47 ao nuôi tôm được theo dõi suốt vụ nuôi 
chiếm khoảng 30% tổng số ao nuôi của vùng nghiên cứu. 
- Phương pháp điều tra: thông tin thu thập được thông qua phỏng vấn trực 
tiếp dựa vào phiếu điều tra. Các thông tin thu thập được chia làm ba phần: 
+ Thông tin trước vụ nuôi: các thông tin về quá trình nuôi của năm 
2001 
+ Thông tin của vụ nuôi nghiên cứu: diễn biến của vụ nuôi được theo 
đõi và ghi nhận lại qua các đợt thăm viếng hàng tuần và thu mẫu tôm. 
+ Thông tin thu hoạch: hiệu quả kinh tế và các thông tin về kỹ thuật 
để đánh giá kết quả vụ nuôi. : 
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- Phương pháp thu mẫu tôm xét nghiệm bệnh: 
_ + Số lượng tôm thu mẫu: 10 con/ao/đợt cố định để phân tích mô học và 
PCR 


+ Thu mẫu định kỳ: các ao thu hoạch bình thường bốn tháng nuôi có 
bốn đợt thu mẫu: 


Đợt I: mẫu tôm post thả nuôi hoặc mẫu tôm nuôi tháng I (trong 
trường hợp không thu được mẫu tôm post) 
Đợt II: mẫu tôm nuôi tháng II 
Đợt TT: mẫu tôm nuôi tháng II 
Đợt IV: mẫu tôm thu hoạch 
+ Thu mẫu đột xuất: trong quá trình nuôi nếu ao xảy ra bệnh gây chết 
tôm hoặc gặp sự cố phải thu hoạch sớm thì cũng được thu mẫu tôm để xét 
- nghiệm. 
+ Xét nghiệm mẫu tôm: 
Mô học: xét nghiệm tỷ lệ nhiễm mâm bệnh MBV, nhiễm các virus 


khác 
PCR (Polymerase Chain Reaction): xét nghiệm nhiễm virus đốm 
trắng. 


II.3. Phân tích số liệu: Các số liệu điều tra và kết quả xét nghiệm mẫu tôm 
được phân tích bằng phần mềm SPS8. 


Thông tỉn điều tra: 
- — Thông tin nuôi năm trước 
- - Thông tin về quản lý ao 

nuôi vụ nghiên cứu 

Thông tin thu hoạch 


Xét nghiệm bệnh tôm; 
- - Thu mẫu định kỳ: Post 
hoặc tháng I, tháng II, 
tháng IH, tháng IV. 
- = Thu mẫu khi có sự cố 
Xét nghiệm: mô học, PCR 


- Phân tích các yếu tố rủi ro 

- — Đề xuất các giải pháp thiết 

thực phòng bệnh tôm 
- Sơ đồ nghiên cứu các yếu tố rủi ro trong nuôi tôm sú thâm canh 

II. KẾT QUÁ VÀ THẢO LUẬN 

IHL1. Tình hình nuôi và bệnh tôm của vùng nghiên cứu trong năm 2001 


Khoảng 35% ao nuôi hình thành sớm tại vùng nuôi từ năm 2000. Số ao 
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còn lại được xây dựng xong và đưa vào nuôi tôm từ năm 2001. 
LH.1.1Các giải pháớp kỹ thuật cơ bản được úp dụng 


s* Diện tích ao lắng có tỷ lệ trung bình 40% diện tích ao nuôi. 
s* Cởi tạo do 


100% ao nuôi có sên bùn trước khi thả tôm và có thời gian phơi đáy ao trên . 
một tháng đạt yêu cầu về vệ sinh đáy ao. 
90% ao có bón vôi đáy ao bằng vôi Ca(OH);. Lượng vôi bón từ 0,1-2 tấn/ha với 
55% ao bón ít hơn 0,ỗ tấn/ha và có khoảng 87% ao có rửa vôi trước khi xử lý 
nước thả tôm. 


s*_ Xử lý nước thả tôm 
Xử lý nước ngay trong ao nuôi chiếm hầu hết các trường hợp (97%). Có 87% 
sử dụng chlorine do Indonesia sản xuất với nồng độ 24+5 ppm. Còn lại 13% sử 
dụng neguvon 0,65 ppm để diệt giáp xác thay cho dùng chlorine và 1⁄2 số ao này 
dùng thêm virkon 0,65 ppm để diệt khuẩn trước khi thả tôm. 
s%* Quản lý nước 
30% ao không có được màu nước ổn định trong tháng nuôi thứ nhất và có 
khoảng 50% ao có pH không ổn định và luôn ở mức cao trên 8,5. 
Hầu hết các ao (95%) chỉ cấp nước từ ao lắng có xử lý sau khi nuôi tôm trên một 
tháng để tránh mang mầm bệnh vào ao nuôi trong giai đoạn tôm mẫn cảm nhất 
với bệnh đốm trắng (1-2 tháng nuôi). 
s%* Tôm giống thả nuôi 
Mật độ thả dao động trong khoảng 20-40 con/m”, mật độ 30 con/m? chiếm tỷ 
lệ cao (60%), các khoảng mật độ khác được thả với tỷ lệ gần như nhau. Con giống 
có xét nghiệm chiếm tỷ lệ thấp (35%). Giống có nguồn gốc từ miền Trung chiếm 
tỷ lệ 60%, số còn lại được mua từ Vũng Tàu. 
HIL1.2. Kết quả nuôi 
Qua điều tra kết quả nuôi tôm của các đợt thả giống năm 2001 của 47 ao 
nghiên cứu cho thấy: 
- _ 30% ao nuôi đạt kết quả tốt ứng với tỷ lệ ao thu hoạch tôm vào tháng nuôi 
thứ IV. 
- - 43% ao tôm bị chết do tôm giống mang mầm bệnh ứng với tỷ lệ ao thu 
hoạch tôm trong tháng thứ I 
- 24% ao tôm bị chết có thể do tôm giống mang mầm bệnh hoặc tôm bị 
nhiễm bệnh do quản lý mầm bệnh trong ao nuôi không đạt yêu cầu (chuẩn 
bị ao không đạt, cấp thêm nước sớm nhưng nước không được xử lý loại 
mầm bệnh triệt để) ứng với tỷ lệ ao tôm thu hoạch trong tháng nuôi thứ 
II. 
- - Còn lại 4% ao nuôi gặp sự cố do quản lý kỹ thuật nuôi chưa tốt ứng với tỷ 
lệ ao tôm thu hoạch trong tháng nuôi thứ III. 
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Kết quả nuôi theo tháng thả giống của năm 2001 được minh họa ở đồ thị 1. 


- - Thả giống cho vụ nuôi chính trong năm tại vùng nuôi tôm thâm canh tập 
trung của tỉnh Tiền Giang kéo dài từ tháng 1-6 và tập trung thả giống 
nhiều vào tháng 3. Vụ nuôi phụ được thả giống lẻ tẻ vào các tháng 7-12 có 
tỷ lệ ao nuôi đạt kết quả tốt rất thấp. 

- - Tỷ lệ ao nuôi đạt yêu cầu chiếm tỷ lệ cao 80% và 60% lần lượt ở các ao 
thả giống vào tháng 4 và 5ð. 

- - Toàn bộ các ao nuôi thả giống từ tháng 8-12 đều phải thu hoạch sớm ở 
tháng nuôi thứ I và thứ II. 

- Có trên 50% ao nuôi thả giống ở các tháng 1 và tháng 8 đến tháng 12 
phải thu hoạch sớm trong tháng nuôi thứ I phản ánh tỷ lệ tôm giống có 
chất lượng không đạt yêu cầu cho nuôi tôm thâm canh rất cao ở các tháng 


này. : 
100% 20 — 
LThả lận II 
bửu ø__ |[Thả lần l 
S 60% E [Thả lần I 
5 10 Š Thutốt 
— 
TỐ. vŠ |ITCết tháng II 
20% 5 “ |] Chết tháng II 
n [tiết tháng I 
0% LIẾ N, 
1. 2 3 4 5 6 7 #2 Tháng thả 


Đồ thị 1: Kết quả nuôi năm 2001 (cột) theo tháng thả giống (miền) 


IH.2. Tình hình nuôi và bệnh tôm của vùng nghiên cứu trong vụ nuôi 
chính năm 2002 


LII.3.1. Kết quả nuôi của uụ nuôi chính năm 2002 


Qua quá trình sản xuất từ năm 2000-2001, người nuôi tôm tại vùng này đã 
hình thành lịch thời vụ thả giống cũng như cải tiến qui trình nuôi phù hợp nên 
kết quả nuôi vụ chính năm 2002 đã đạt được kết quả tốt hơn rất nhiều so với 
trước đây. Trên 80% ao nghiên cứu thả giống từ tháng 5-6. Chỉ có 1⁄47 (2%) ao 
nghiên cứu tôm bị chết trong tháng nuôi thứ 2; 34% ao thu hoạch sớm trong 
tháng nuôi thứ III và 64% ao còn lại đạt kết quả thu hoạch tốt ở tháng nuôi thứ 
IV (đồ thị 3.2). 
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Đô thị 2: Kết quả nuôi theo tháng thả giống uụ chính 2009 
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LII.2.2. Các cải tiến của uụ nuôi nghiên cứu năm 2009 so uới năm 9001 


Các cải tiến của vụ nuôi chính năm 2002 so với năm 2001 được minh họa 


trong bảng Z4. 


Bảng 74: So sánh các giải pháp kỹ thuật của vụ nuôi năm 2009 so với 


năm 2001 


* 


—__TTTTTtztztFtnrs-rssTmrrmrmmmmmmmmmmmmmmmmmm mm rễ ma... ` _ 


Nội dun 


2001 


2002 


- Bón vôi đáy ao: 
Ca(OH); 
CaCOa 
- Xử lý nước thả giống 
Chlorine Indonesia 
Chlorine Nhật 
Neguvon 
Thuốc tím 
lodine 
Aquasan 
- Xử lý nước ao lắng 2 tháng nuôi đầu 
Không 
Chlorine Indonesia 
Chlorine tốt 
Neguvon 
Thuốc tím 
Bioxide 
Xanh malachite 
- Gây được màu nước tháng I 
- Kiểm soát được pH nước 
- Xét nghiệm tôm giống 


90% (700 kg/ha) 
0% 


87% (24 ppm) 
0% 

13% (0,65 ppm) 
0% 

0% 

0% 


5% 

82% (22 ppm) 
0% 

0% 

8% (6 ppm) 
ð% (0,5 ppm) 
0% 

28% 

B1% 

35% 


62% (1.000 kg/ha) 
28% (850 kg/ha) 


53% (25 ppm) 
34% (36 ppm) 
0% 

2% (7 ppm) 
7% (1 ppm) 
4% (B5 ppm) 


9% 

40% (26 ppm) 
15% (29 ppm) 
19 % (0,65 ppm) 
13% (5 ppm) 
0% 

7% (0,4 ppm) 
B6% 

81% 

91% 


- Bón vôi đáy ao: lượng vôi bón tăng từ 700 kg lên 1.000 kg Ca(OH)z/ha và 
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khoảng 30% ao nuôi bón vôi CaCO¿. Tuy nhiên do đặc thù vùng nuôi có pH đất 
>7 và nguồn nước tự nhiên có độ kiểm >80ppm nên việc bón vôi vào đáy ao là 
không cần thiết. Hầu hết các ao bón vôi đáy có pH nước >8 làm giảm hiệu quả 
của chlorine xử lý nước trước khi thả giống. 


- Xử lý nước trước khi thả giống: 87% ao xử lý nước bằng chlorine, nước 
trước khi thả tôm được quan tâm xử lý triệt để hơn ở 34% ao dùng chỉlorine tốt có 
chất lượng cao hơn chlorine Indonesia và nồng độ cũng tăng từ 24 lên 36 ppm. 
Các hóa chất khác như neguvon và thuốc tím được dùng với tỷ lệ thấp. Riêng 
neguvon không còn được áp dụng để xử lý nước trong ao nuôi nữa mà chuyển 
sang dùng trong ao lắng. 


- Quản lý nước: khả năng quản lý nước của hộ nuôi tôm có những tiến bộ 
rõ rệt. Tỷ lệ ao có màu nước ổn định tăng gấp đôi và tỷ lệ ao có pH nước được 
điều chỉnh thích hợp chiếm 81%. 


- Chất lượng tôm giống: tỷ lệ ao có xét nghiệm tôm giống tăng từ 30% lên 
91% phản ánh sự quan tâm đầu tư nhiều hơn của người nuôi để có được tôm 
giống có chất lượng cao hơn để thả nuôi 


HII.2.3. Các yếu tố kỹ thuật có liên quan đến năng suất tôm nuôi 


- Số ngày nuôi: Trong 47 ao.nghiên cứu có 34% ao tôm thu sớm ở tháng 
_ nuôi thứ III và 64 % ao còn lại thu hoạch tốt tương ứng với năng suất trung bình 
lần lượt là 1,4 và 3,9 tấn/ha/vụ. 1⁄47 (2%) ao thu hoạch sớm vào tháng nuôi thứ 
I 


- Mật độ thả ở mức trung bình 25 con/m” (bảng 75). 


- Tỷ lệ sống của tôm trong vụ nghiên cứu đạt mức cao trên 60% ở 68% ao 
(ngoại trừ các ao <2 tấn/ha). 


- Tôm thu hoạch đạt cỡ nhỏ trung bình ð1 con/kg ảnh hưởng nhiều đến 
mức lợi nhuận của nuôi tôm thâm canh do giá bán thấp. Các ao có năng suất cao 
trên 4,5 tấn/ha tôm nuôi đạt cỡ lớn hơn (41 con/kg). 


- Hệ số chuyển hóa thức ăn (FCR) đạt <1,7 cho thấy kỹ thuật quản lý thức 
ăn đạt yêu cầu đối với nuôi tôm thâm canh. FCR đạt tốt nhất là 1,4 ở mức năng 
suất bình quân của nuôi tôm thâm canh là 3-4,5 tấn/ha. 


- Công suất quạt nước: được qui đổi ra số cánh quạt của quạt nước trục dài 
có tốc độ quay 60 vòng/phút: 


+ Quạt trục ngắn 2 HP = 10 cánh 

+ Máy lủi (ventury) = 6 cánh 

+ Sục khí đáy = lỗ cánh. 

Công suất quạt nước tương đương 4.000 post/cánh quạt có thể cho năng 
suất tôm nuôi >4,ỗ tấn/ha. Đối với nuôi tôm thâm canh đầu tư công suất quạt 
nước lớn sẽ tạo điều kiện thuận lợi cho quản lý nước và tăng độ an toàn cho vụ 
nuôi. Tuy nhiên cần quạt nước hợp lý để giảm chỉ phí vận hành và hạn chế làm 
đục nước trong hai tháng nuôi đâu. 
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- Hiệu quả kinh tế: chi phí sản xuất/kg tôm thương phẩm ở bảng 2 không 
bao gồm chỉ phí khấu hao đầu tư cơ bản. Với giá bình quân 100.000 đ/kg tôm cỡ 
40 con/kg và giảm 1.000 đ khi cỡ tôm tăng 1 con thì lãi trung bình của một kg 
tôm thương phẩm là 43.000 đ so với trung bình chỉ phí sản xuất cho một kg tôm 
là 45.000 đ. 


Bảng 75: Các chỉ tiêu đánh giá kết quả vụ nuôi 


Năng suất (tấn/ha) <9 2-3 3-4,5 >45 Trung bình 
Mật độ (con/m”) 23 24 22 31 25 
Tỷ lệ sống (%) 46 67 82 71 68 
Cỡ thu hoạch (con/kg) 110 58 ð4 41 64 
FCR 1,4 1,7 1,4 1,6 1,5 
PIs/cánh quạt 2.263 4.449 3.191 3.961 3.296 
Chi phí SX/kg tôm (đ) 49.000 38.000 50.000 45.000 
Lã1⁄kg tôm (đ) 33.000 47.000 49.000 43.000 
Tỷ lệ (%) 32 22 28 17 


1II.2.4. Các yếu tố kỹ thuật ảnh hưởng đến các ao thu hoạch sớm ở thúng 
nuôi thứ III 
Các ao nghiên cứu được phân loại thành hai nhóm: 
- Nhóm thu hoạch sớm trong tháng nuôi thứ III chiếm 34% 
- Nhóm thu hoạch tốt ở tháng nuôi thứ IV chiếm 64% 
Các yếu tố rủi ro về kỹ thuật nuôi cũng như mức độ rủi ro của các yếu tố 
này dẫn đến hiện tượng phải thu tôm sớm ở tháng nuôi thứ III được trình bày 
trong bảng 3.16. 


Bảng 76: Các yếu tố rủi ro dẫn đến thu hoạch sớm trong tháng nuôi thứ 


Hội! 

Kỹ thuật nuôi Tốt Rủi ro Hệ số rủi ro 
- Bón vôi đáy ao Không hoặc CaCO; Ca(OH); 11 
- Xử lý nước trước khi thả Chlorine tốt Chlorine nh xẠÐ 
giống Indonesia 
- Thả tôm sau khi xử lý Trên lŠ ngày 7-15 ngày 1,ỗ 
nước 
- Độ trong nước nuôi 20-45 cm >4ð cm 22* 
-tháng I 
- Cấp nước lần đầu tiên Tháng thứ II Tháng thứ I 18* 


ở thời điểm nuôi 
(*): Khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05) 


Hệ số rủi ro phản ánh nguy cơ ao nuôi áp dụng biện pháp kỹ thuật rủi ro 
phải thu hoạch tôm sớm ở tháng nuôi thứ III gấp bao nhiêu lần so với ao áp 
dụng biện pháp kỹ thuật nuôi tốt. Trong trường hợp bón vôi đáy ao, những ao có 
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bón vôi Ca(OH); có nguy cơ phải thu hoạch sớm ở tháng nuôi thứ III gấp 11 lần 
so với những ao không bón vôi hoặc bón vôi CaCO¿. 


Theo hệ số rủi ro cho thấy gây và giữ được màu nước trong tháng nuôi thứ 
I rất có ý nghĩa góp phần vào thành công của vụ tôm. Sau khi xử lý chlorine đạt 
yêu cầu sát trùng thì sẽ khó gây và giữ được màu nước trong vòng 15 ngày sau đó 
do chu kỳ bùng phát và tàn của tảo ngắn và khác nhau rất nhiều giữa các ao 
nuôi. Điều này gây nhiều khó khăn cho người quản lý ao trong ổn định chất 
lượng môi trường nước. Thả tôm sớm trong giai đoạn này sẽ khó tránh khỏi 
những đợt tảo tàn gây xốc cho tôm nuôi. 


Ao nuôi cần có độ giữ nước tốt để đảm bảo được mực nước thích hợp trong 
giai đoạn đầu không cấp thêm nước. Các ao buộc phải cấp nước trong tháng nuôi 
đầu thường do nước ao bị rò rỉ còn dưới 0,7 m nước. Thông thường nước ao lắng 
không được xử lý và cách ly mầm bệnh triệt để như ao nuôi nên khả năng mầm 
bệnh theo nước cấp vào ao nuôi cao trong giai đoạn đầu của vụ nuôi. Điều này 
gây rủi ro ao phải thu hoạch sớm vào tháng nuôi thứ III cao gấp 18 lần so với 
những ao cấp nước lần đầu tiên vào tháng nuôi thứ II. 


Bón vôi là biện pháp kỹ thuật quan trọng nâng độ pH đất lên khoảng 
thích hợp đối với đa số vùng nuôi thủy sản ở ĐBSCL. Tuy nhiên việc xử lý vôi 
Ca(OH); đáy ao là không có ý nghĩa thiết thực đối với vùng nuôi có độ pH đất 
cao trên 7 như vùng nuôi tôm thâm canh xã Kiểng Phước, huyện Gò Công Đông, 
tỉnh Tiên Giang. Ngược lại, bón vôi làm tăng pH nước lên trên 8 làm giảm hiệu 
quả sát trùng của chlorine xử lý nước. Thực tế cho thấy pH nước cao cũng gây 
khó khăn trong quản lý màu nước vì thành phần tảo không phong phú và các 
loại tảo phát triển ưu thế có hiện tượng bùng phát và tàn rất đột ngột. Bón vôi 
CaCO; vào đáy ao cũng không có hiệu quả thiết thực đối với vùng này do độ kiểm 
nước cấp thường trên 80 ppm đã ở khoảng thích hợp cho tôm sú. Do đó bón vôi 
cải tạo đáy ao đối với vùng này gây lãng phí và có ảnh hưởng có hại. 


Chlorine do Indonesia sản xuất có chất lượng và độ tan kém hơn so với 
các loại chlorine khác. Khi xử lý với số lượng lớn trong ao nuôi tôm thì lượng 
không tan sẽ tôn tại lâu ở đáy ao tạo với các gốc hữu cơ ở đáy ao thành hợp chất 
chloramine khó phân hủy và gây độc cho tôm. Trong nghiên cứu này cho thấy 
các ao xử lý chlorine Indonesia có nguy cơ thu hoạch sớm vào tháng nuôi thứ III 
cao gấp ba lần so với ao xử dụng các loại chlorine dễ tan khác. Do số lượng ao 
điều tra chưa đủ nhiều nên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê. 

HII.2.ã. Mâm bệnh uirus ở các ao điều tra 

Mẫu tôm được thu định kỳ ở mỗi tháng. nuôi và khi thu hoạch cũng như 
những khi ao có sự cố tôm bị yếu. 

% Bệnh đốm trắng 

Có ba ao xét nghiệm PCR bệnh đốm trắng dương tính ở mẫu tôm 2 tháng 
tuổi và tôm ở các ao này đều chết trong vòng 20 ngày sau đó. Có một ao bị chết 
do bệnh đốm trắng ở 3 tháng tuổi và một ao khác xét nghiệm đốm trắng dương 
tính ở mẫu tôm thu hoạch 4 tháng tuổi. Trong tất cả năm ao trên chỉ có một ao 
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mẫu tôm xét nghiệm định kỳ PCR dương tính trước khi tôm chết sau đó 20 ngày 
nhưng kết quả xét nghiệm mẫu tôm sau đó cho kết quả PCR âm tính. Bốn ao còn 
lại chỉ phát hiện được virus đốm trắng bằng phương pháp PCR ở mẫu tôm bệnh. 
Trên 80% ao thu hoạch sớm ở tháng nuôi thứ III đều có biểu hiện đốm trắng 
nhưng đều có kết quả xét nghiệm đốm trắng bằng phương pháp PCR cho kết quả 
âm tính. 

SƠ ĐỒ CÁC NÔNG HỘ 


Ằ®2906908, 
AM XS XGGbG 


| 


se: Ẵ 
. Áo thứ hoạch sớm có thụ mẫu 


mm Áo thụ hoạch sớm không thủ mẫu 
bên) Áo thu hoạch bình thường 

Áo lắng 

L1 Ao không theo dõi 

[Lqd Vùng Không nuôi tôm 


%%  Virus MBV 


Tôm bị nhiễm MBV có biểu hiện rất đặc trưng và dễ phát hiện trên tiêu bản 
mô học. Kết quả xét nghiệm cho thấy virus MBV hiện diện ở mẫu tôm của tất cả 
các tháng nuôi (đồ thị 3.3). Tỷ lệ tôm nhiễm MBV có cùng một khuynh hướng đối 
với cả hai nhóm ao thu sớm tháng thứ III và thu tốt ở tháng thứ IV: tỷ lệ tôm 
nhiễm tăng dân nhưng lại giảm ở tháng nuôi cuối. Tỷ lệ tôm nhiễm MBV trung 
bình cao nhất ở mức 12%. 
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[ BE Nuới 3 tháng — DNuôi 4 tháng | " Ủ) IV Tháng nuôi 
_—— Chất là NN Nóôi 3 tháng T1 Nuôi 4 tháng 
Đồ thị 3: Tỷ lệ nhiễm Virus MBV Đô thị 4: Tỷ lệ nhiễm các uirus khác 


gây bệnh còi 


*Virus khác 


Hiện tượng nhiễm virus khác MBV và đốm trắng được phát hiện bằng 
phương pháp mô học ở hầu hết các ao nghiên cứu trong tất cả các giai đoạn tuổi 
tôm. Tỷ lệ trung bình tôm nhiễm virus khác ở tháng nuôi thứ II là 53% đối với 
nhóm ao thu sớm vào tháng thứ III và 26% đối với nhóm ao nuôi 4 tháng, sự 
khác biệt này có ý nghĩa thống kê (p<0,05). Vì vậy tỷ lệ tôm nhiễm virus khác 
trên 50% ở tháng nuôi thứ II sẽ có nhiều khả năng phải thu hoạch sớm vào 
tháng nuôi thứ III (75%). Tôm ở những ao có tỷ lệ nhiễm cao có biểu hiện mang 
tôm chuyển màu vàng hoặc nâu. Cũng như trường hợp virus MBV, tỷ lệ tôm 
nhiễm tăng dần nhưng lại giảm ở tháng nuôi cuối (đồ thị 3.4). Điều này cho thấy 
đây chỉ là những virus làm suy yếu tôm nuôi tạo điều kiện cho sự bội nhiễm các 
mầm bệnh gây chết tôm khác. 


IV. KẾT LUẬN 


Qua điều tra và theo dõi tình hình nuôi tôm của 47 ao tại vùng nuôi tôm 
thâm canh tập trung thuộc tỉnh Tiền Giang cho thấy: 

- Mùa vụ thả tôm: Thả tôm từ tháng 4 đến tháng 7 có tỷ lệ thành công 
cao. Thả tôm vào các tháng còn lại có rủi ro về chất lượng tôm giống không đạt 
yêu cầu cho nuôi thâm canh cao. 

- Các yếu tố kỹ thuật gây nhiều rủi ro cho các ao tôm thu hoạch sớm vào 
tháng nuôi thứ HII là: độ trong nước ao tháng nuôi thứ I trên 45 cm; cấp thêm 
nước sớm vào tháng nuôi thứ l; và bón vôi Ca(OH); vào đáy ao (chỉ riêng cho 
vùng có pH đất trên 7). 

- Tỷ lệ tôm nhiễm virus khác MBV và đốm trắng trên 50% ở tháng nuôi 
thứ II thì ao có nhiều khả năng (75%) phải thu hoạch sớm vào tháng nuôi thứ 
IH. 


- Công suất quạt nước tương đương 4.000 tôm post/cánh quạt trục dài quay với 
tốc độ trên 60 vòng/phút có thể đáp ứng nhu cầu nuôi cho ao có năng suất 4,5-7 
tấn/ha/vụ. 
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Phần IV 


MÙA VỤ XUẤT HIỆN BỆNH TRÊN TÔM 
NUÔI TẠI CÁC TỈNH ĐBSCL TRONG 
CÁC NĂM 2000 - 2002 


189 


I. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Mục tiêu: 

- Xác định các tháng trong năm thường hay xảy ra dịch bệnh đốm trắng 
gây thiệt hại ở mức độ tổn thất lớn trên hai mô hình nuôi quảng canh cải tiến và 
mô hình nuôi công nghiệp và bán công nghiệp ở các tỉnh ĐBSCL. 

- Đề xuất biện pháp phòng ngừa dịch bệnh : 

+ Xác định mùa vụ thả nuôi thích hợp cho từng khu vực để hạn chế tổn 
thất do dịch bệnh gây ra. 

+ Dự báo dịch bệnh để các tỉnh thực hiện các biện pháp phòng ngừa chặt 
chẽ hơn. 

II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
II.1I. Địa điểm và thời gian thực hiện 
1L1.1. Địa điểm thu mẫu 

Thu mẫu định kỳ và dịch bệnh ở tất cả các mô hình nuôi tôm tại các tỉnh 

ĐBSCL. 
LI1.2. Địa đ'iểm phân tích mẫu : 

Phòng Bệnh học Thủy sản - Viện NCNTTS II. 
II.2. Vật liệu 
II.3.1. Mẫu uật 


Postlarvae 7-15, mang và gan tụy tôm trưởng thành, mang các loài giáp 
xác hoang đã. 

1I2.2. Thời gian uà địu điểm thu mẫu 

- Thời gian: ð đợt khảo sát trong các thủy vực tự nhiên vào tháng 7, 9, 
11/2001 và 2/2002, 11/2002.'Mùa mưa: tháng 7, 9,11 năm 2001 và tháng 
11/2002, Mùa khô: tháng 2/2002. 5 đợt khảo .sát các vuông nuôi và kênh cấp 
thoát nước trong toàn vùng nghiên cứu ở 4 tỉnh vào tháng 3,7, 10/2002 và tháng 
ở, 5/2003. 

- VỊ trí thu mẫu: trong các thủy vực tự nhiên nằm trên địa bàn các tỉnh 
như sau: tỉnh Bạc Liêu (Gành Hào, Phước Long, Hộ Phòng, Nhà Mát), tỉnh Cà 
Mau (Đầm Chim, Đầm Dơi, Khánh An, Sông Đốc, Năm Căn, TP. Cà Mau), tỉnh 
Sóc Trăng (Ngã Bảy Phụng Hiệp, Mỹ Thanh, Mỹ Xuyên), tỉnh Kiên Giang (Tuần 
Thống, Xẻo Rô, Cán Gáo, Chắc Băng). Vị trí thu mẫu trong các vuông nuôi và 
kênh cấp thoát nước nằm khắp các huyện trong 4 tỉnh nam sông Hậu. 

- Phân vùng khảo sát: 

Vùng ven biển (VB): Gành Hào (Bạc Liêu), Sông Đốc (Cà Mau) 

Vùng nhiễm mặn (NM): Năm Căn (Cà Mau), Tuần Thống (Kiên Giang) 

Vùng nội đồng (NĐ): Phước Long (Bạc Liêu), Mỹ Xuyên (Sóc Trăng) 

Vùng nuôi trồng thủy sản: Đầm Dơi, Cái Nước, Thời Bình, Trần Văn Thời, 
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Vĩnh Lợi, Đông Hải, Giá Rai, Phước Long, Hêng Dân, Mỹ Xuyên, Vĩnh Châu, An 
Minh, An Biên, Vĩnh Thuận, Hòn Đất, Kiên Lương. 


II3.3. Hóa chất uà thiết bị 
Hóa chất dùng cho các phương pháp chẩn đoán cùng với trang thiết bị 
của các phòng thí nghiệm PCR, Mô học và Vi khuẩn. 
1L3. Phương pháp chẩn đoán xét nghiệm mẫu 
- Phương pháp Nested PCR (Lo, 1996) 
- Phương pháp Mô học truyền thống 
- Phương pháp đo các yếu tố thủy lý hóa như sau: 
+ pH, nhiệt độ CC), độ mặn (%o): Máy đo đa chỉ tiêu Sension-Hach 
+ Độ trong (em): Đĩa secchi 
+ NH„-N (mg/)): Máy quang phổ Novaspec II, lập đường chuẩn 
+ COD (mg/1): Chuẩn độ Permanganate kali trong môi trường kiểm. 
II.4. Thu thập dữ liệu 
II4.1. Số liệu khí tượng 
Được phân tích qua số liệu thu thập từ Trung Tâm Khí Tượng Thủy Văn 
Nam Bộ và Phân viện Khảo sát Quy hoạch Thủy lợi Nam bộ. Số liệu đại diện cho 
ba vùng địa lý: 
- Vùng 1 (Bắc Sông Tiên ): Tiền Giang, Bến Tre, Trà Vinh 
- Vùng 2 (Nam Sông Tiển) : Sóc Trăng, Bạc Liêu và một phần Mũi Cà 
Mau 
- Vùng 3 (Ven Biển Tây) : Kiên Giang và một phần Cà Mau. 
II.4.2. Số liệu tình hình nuôi uà bệnh tôm sú 
Được thu thập thông qua các báo cáo hàng tháng của các tỉnh và các đợt 
khảo sát thực địa. 
II.5. Bố trí thí nghiệm 


Bố trí thí nghiệm nghiên cứu ¡nùa vụ xuất hiện bệnh 
truyền nhiễm trên tôm nuôi tại các tỉnh ĐBSCL 


Thu thập số liệu 


- Khí tượng :do | Báo cáo Năm 2000 | Năm 2001 Năm 

TT Khí Tượng tình hình - Mẫu định | - Mẫu định kỳ 2005 2005 
Thủy Văn nuôi và kỳ - Mẫu dịch - Mẫu - Mẫu 
Nam Bộ cung cấp| bệnh tôm - Mẫu Giáp | bệnh dịch bệnh | chất 

- Thủy văn: Phân hàng xác - Mẫu Post - Mẫu lượng 
viện Khảo sát tháng các trạm kiểm chất nước 
Quy hoạch Thủy | tỉnh dịch. lượng 

lợi Nam bộ cung | ĐBSCL - Mẫu chất nước 

cấp lượng 
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ĐÀI KHÍ TƯỢNG THỦY VĂN KHU VỰC NAM BỘ 
MẠNG LƯỚI TRẠM THỦY VĂN 


10450 105.00 105.50 106.00 10680 - 07.00 107.50 
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III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 


III.1. Tình hình khí tượng thủy văn các vùng nuôi tôm sú ở ĐBSCL năm 
2000-2002 
III.1.1. Khí tượng 

Số liệu khí tượng năm 2000 - 2002 của các trạm khí tượng thuộc Đài Khí 
Tượng Thúy Văn Khu Vực Nam Bộ đại diện cho ba vùng nuôi tôm sú thuộc 
ĐBSCL có điều kiện địa lý khác nhau: 

_- Vùng I (Bắc Sông Tiền) : Vàm Kênh, Bến Trại 

- Vùng II (Nam Sông Tiền) : Gành Hào 

- Vùng III (ven Biển Tây) : Sông Đốc 
> Nhiệt độ 

- Giai đoạn nhiệt độ thấp với trung bình tháng < 26,5°C: từ tháng 10 năm 
trước đến tháng 2 năm sau đối với vùng I và II. Riêng vùng III thường có nhiệt 
độ trung bình tháng cao hơn hai vùng còn lại và giai đoạn lạnh ngắn chỉ kéo dài 
hai tháng từ tháng 1-2. 

- Giai đoạn nóng nhất trong năm ở vào tháng 4-5, nhiệt độ trung bình 
tháng ở mức trên 28°C. Năm 2001 và 2002 có nhiệt độ trung bình tháng tăng cao 
hơn gần 1°C so với năm 2000. 

- Nhiệt độ trung bình tháng có khuynh hướng tăng cao hơn vào các tháng 
nóng từ tháng 4-7 từ năm 2000-2002 nhưng lại giảm thấp hơn vào các tháng 
mùa lạnh từ tháng 11 đến tháng 2 năm sau. Như vậy sự khác biệt nhiệt độ giữa 
các tháng nóng và các tháng lạnh trong năm có khuynh hướng gia tăng. 


Bảng 77: Nhiệt độ (độ C) trung bình tháng ở các trạm khí tượng thuộc 
ĐBSCL 


Trạm Tháng lL 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
2000 26 26 27 28 28 27 27 27 27 26 26 26 
VÀM 20012 26 26 28 29 28 27 27 27 27 97 26 926 
KÊNH 
2002 25 25 27 29 29 28 28 27 27 
2000 26 26 27 98 98 97 27 21 927 96 26 95 
BỀN 2001 26 26 27 29 28 27 28 217 217 27 26 26 
Côn 2002 25 25 27 29 29 28 28 27 97 
2000 26 26 27 27 98 27 27 97 27 26 27 26 
GÀNH 20012 27 26 21 29 28 27 28 27 21 271 26 25 
KEc 2002 25 26 27 99 29 28 28 27 27 
2000 26 27 28 28 28 27 28 217 28 27 91 31 
SÔNG 2001 27 27 28 29 29 28 29 28 28 27 27 27 
9003 26 27 98 30 29 28 28 27 27 


——————-r-nr-snrnsrerennnnnnnnrnnrnnsensnnnnnnseeongnonennm) 
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> Giờ nắng 

Giờ nắng trong tháng cao từ tháng 12-4 xấp xỉ 200 giờ/tháng, trong các 
tháng còn lại có số giờ nắng ít thì tháng 10 có số giờ nắng ít nhất (chênh lệch 
trên 70 giờ/tháng so với các tháng có số giờ nắng cao). Xét từ năm 2000 - 2002 
giờ nắng giữa các khu vực không có sự khác biệt lớn. Tuy nhiên năm 2002 có số 
giờ nắng ở các tháng mùa khô cao hơn hai năm trước nhưng ở các tháng mùa 
mưa thì ngược lại. 

Bảng 78: Giờ nắng trung bình tháng ở các trạm khí tượng thuộc ĐBSCL 
Trạm Tháng I1 2 3 4 bì 6 7 8 9 10 11 12 
D000 224 216 228 234 187 134 174 166 184 119 178 170 
VÀM 2001 2158 198 217 256 222 1535 204 157 172 128 154 208 

EiuibbC 2002 269 253 274 282 245 161 192 145 174 

2000 248 226 243 273 193 194 195 l65 202 127 181 187 
BẾN 2001 230 213 229 274 236 165 232 153 207 170 168 319 
TÔI 2002 290 269 306 312 254 170 241 167 205 

2000 256 189 234 254 179 148 173 159 182 107 189 192 
GÀNH 2001 1938 212 185 226 201 132 202 128 187 127 lỗI 220. 
Ching 2002 263 255 289 289 224  1ỗ54 177 116 149 

2000 240 174 221 206 159 120 174 126 159 98 167 203 
SÔNG 2001 193 212 185 226 201 132 202 128 187 127 151 220 


ĐỌC 
2002 265 252 291 264 224 155 173 113 140 
> Bốc hơi 


- Lượng bốc hơi cao nhất khoảng 150 mm/tháng và thấp nhất khoảng 50 
mm/tháng. Các tháng mùa khô từ tháng 12-4 có lượng bốc hơi cao và ngược 
lại. 

- - Lượng bốc hơi của vùng I thường thấp hơn vùng II và III, đặc biệt vào tháng 
1 và 2 chỉ bằng 60-70% lượng bốc hơi của hai vùng còn lại. 

- - Lượng bốc hơi của các tháng mùa khô năm 2002 cao hơn so với hai năm trước 
từ 20-30 mm ở các tháng tương ứng. 

Bảng 79: Lượng bốc hơi (mm) trung bình tháng ở các trạm khí tượng 

thuộc ĐBSCL 
Trạm Tháng 1 2 3 4 h) 6 vị 8 9 10 11 12 
2000 68 70 91 72 60 65 64 72 61 34 45 46 
VÀM 2001 57 57 107 98 84 77 91 85 75 58 60 84 
KENH 
2002 98 98 122 117 115 78 88 68 88 
BẾN 2000 94 81 14 89 75 73 80 80 74 57 76 77 


TRẠI 2001 2 94 82 113 112 97 79 90 80 78 64 70D 94 
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2002 129 116 121 137 124 101 123 90 104 


su 2001 100 99 111 107 82 74 74 73 64 43 60 86 
A : 
2002 129 128 137 130 109 73 99 64 70 


thần 2001 114 98 118 111 92 78 98 80 75 Ð 58 98 195 
2002 148 135 150 151 130 87 102 79 78 


> Mưa 
Qua dãy số liệu ba năm từ 2000 - 2002 cho thấy: 

- Mùa mưa bắt đầu với lượng mưa trung bình tháng trên 100 mm vào các 
tháng 4 của năm 2000, tháng 3 của năm 2001 và tháng 5 của năm 2002. Do vậy 
tháng bắt đầu mùa mưa tùy thuộc vào điều kiện thời tiết cụ thể của từng năm. 
Tổng lượng mưa không khác biệt lớn giữa các năm. Mưa nhiều nhất vào tháng 10 
hàng năm lượng mưa trong tháng đạt 400 - 500 mm. 

- Vùng III có mưa sớm hơn vùng I và II từ 1-2 tháng nhưng có tháng kết 
thúc mùa mưa tương tự hai vùng còn lại. 


- Vùng I có mùa mưa bắt đầu trễ nhất cũng như có tổng lượng mưa trong 
năm ít nhất so với vùng II và III. 


Bảng 60: Tổng lượng mưa (mm) 


Vùng địa lý/ Năm 2000 2001 1-9/2002 
Vùng 1 1611 1714 563 
Vùng II 1975. 2189 1125 
Vùng TII 2499 1928 1394 
Bảng 81: Lượng mưa (mm) trung bình tháng ở các trạm khí tượng thuộc 
ĐBSCL 


Trạm Tháng I1 2 3 4 5 6 tị 8 9 10 I1 12 


2000 12 0 95 89 96 149 206 250 135 347 166 135 
VAM 2001 


: 2 092 23 54 127 414 139 267 191 437 53 Tỉ 
KÊNH 

2002 1 0 0 0 32 127 147 164 91 

200 0 0 0 42 270 220 231 166 137 314 28 150 
BỀN 2001 2 0 16 139 15 103 392 295 234 439 265 272 0 
TRẠI 

2092 0 0 0 1 154 207 139 307 169 ` 

200 0 1 22 193 103 276 237 320 136 385 297 T5 
GANH 20 | 17 144 85 193 301 229 222 376 448 1557 18. 
HÀO 

2002 0 0 0 18 92 218 196 420 182 

200 9 57 5 97 256 309 376 261 148 720 175 8ï 
SÓNG 2001 0 114 132 166 339 359 139 339 333 310 69 73 
ĐỐC 

20093 4 0 5 6 87 363 180 443 307 
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> Nhận xét : 


Năm 2001 và 2002 có nhiệt độ trung bình tháng tăng cao hơn gần 1°C so 
với năm 2000. Sự khác biệt nhiệt độ giữa các tháng nóng và các tháng lạnh 
trong các năm 2000 - 2002 có khuynh hướng gia tăng. Nhiệt độ trung bình 6 
tháng đầu năm 2002 cao hơn so với trung bình cùng kỳ. 

Tháng bắt đầu mùa mưa tùy thuộc vào điều kiện thời tiết cụ thể của từng 
năm. Tổng lượng mưa không khác biệt lớn giữa các năm. Năm 2001 mùa mưa bắt 
đầu từ tháng 5 và kết thúc vào giữa tháng 11, lượng mưa cả năm hầu hết vượt 
mức trung bình nhiều năm. Mùa mưa năm 2002 bắt đầu muộn so với trung bình 
khoảng 20- 30 ngày. : 

Năm 2000 - 2002 giờ nắng giữa các khu vực không có sự khác biệt lớn. 
Tuy nhiên năm 2002 có số giờ nắng ở các tháng mùa khô cao hơn hai năm trước 
nhưng ở các tháng mùa mưa thì ngược lại. 

Lượng bốc hơi của các tháng mùa khô năm 2002 cao hơn so với hai năm trước từ 
20-30 mm ở các tháng tương ứng. 


LII.1.2. Chất lượng nước 


HII1.2.1. Chất lượng nước từ năm 1999 đến nủa đầu năm 20029 đại diện cho ba 
Uuùng nuôi tôm sú thuộc ĐBSCL có điều biện địa lý khác nhau 


Số liệu thu được từ các trạm thu mẫu nước thuộc Phân Viện Khảo Sát Qui 
Hoạch Thủy Lợi Nam Bộ. : 

- Vùng I (Bắc Sông Tiền) : Mỹ Thuận, Mỹ Tho 

- Vùng II (Nam Sông Tiên) : Mỹ Thanh, Cầu Sập, Hộ Phòng, Cà Mau: 

- Vùng III (ven Biển Tây) : Thới Bình, Ngan Dừa, Lò Gạch, Tam Ngạn, 
Trị Diên 

Số liệu chí tiết được tổng kết trong phần phụ lục. 
> Nhiệt độ 

Nhiệt độ nước trung bình giữa các mùa của khu vực nghiên cứu không dao 
động lớn (p < 0,1). Thay đổi trong khoảng 27-29°C. Giữa các vùng sinh thái 
không ghi nhận sự khác biệt về giá trị nhiệt đo (p < 0,1). Điều này cho thấy tính 
ổn định của các thủy vực tự nhiên. 
> Độ mặn: 

Có bổ sung thêm số liệu các trạm đo thuộc Đài Khí Tượng Thủy Văn Khu 
Vực Nam Bộ là Trạm Hòa Bình đại diện cho vùng I và Trạm Rạch Giá bổ sung 
thêm cho vùng THỊ. 

- Vùng I có đỉnh mặn vào tháng 5ð từ 6-14%o (trạm Hòa Bình) và giá trị 
đỉnh mặn tăng năm sau cao hơn năm trước. Giai đoạn ảnh hưởng xâm nhiễm 
mặn từ tháng 1-6 hàng năm. 

- Vùng II là vùng trọng điểm nuôi tôm có đỉnh mặn vào tháng 4 trong ba 
năm 2000 - 2002. Sau đó độ mặn giảm mạnh vào khoảng tháng 5-7 tùy thuộc 
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nhiều vào lượng nước lũ đổ ra biển. Độ mặn tăng nhanh trở lại vào tháng 12 
hàng năm. Giai đoạn ảnh hưởng xâm nhiễm mặn từ tháng 12 năm trước đến 
tháng 5-7 năm sau. Giá trị đỉnh mặn đặc biệt tăng cao vào năm 2002 khi so 
sánh với năm 2001 ở cùng trạm đo, ví dụ như giá trị đỉnh mặn ở trạm Cà Mau là 
21% trong năm 2001 tăng lên 29%o trong năm 2002. 
- Vùng II: 
- - Vùng nội đồng tỉnh Cà Mau (Thới Bình) có đỉnh mặn vào tháng 12-1, giá 
trị đỉnh mặn đạt cao nhất ở năm 2002 là 26% tăng hơn từ 3-5ð%o so với 
các năm 1999-2001. Giai đoạn ảnh hưởng xâm nhiễm mặn từ tháng 10 
năm trước đến tháng 2-3 năm sau. So với vùng ven biển thì mặn về sớm 
và ngọt hóa sớm hơn. 
‹Ổ - Vùng ven biển Tây (Rạch Giá) có đỉnh mặn vào 4 của năm 2000 (31%oø) và 
2002 (17%ø), đỉnh mặn rơi vào tháng 2 của năm 2001. Ở các trạm đo 
Ngan Dừa, Lò Gạch, Tam Ngạn, Tri Diên nước bị ngọt hóa quanh năm từ 
năm 2000. 


Do ảnh hưởng của nhiều yếu tố giá trị độ mặn của vùng nghiên cứu thay đổi 
theo mùa khá rõ rệt (p<0,05). Vào mùa mưa trong vùng nội đồng độ mặn giảm 
xuống bằng không và vào mùa khô ở vùng ven biển độ mặn đạt giá trị trêm 30 
ppt. Khi phân tích giá trị độ mặn giữa các vùng sinh thái không tìm thấy sự 
khác biệt có ý nghĩa (p<0,1). Điều này có thể giải thích do tính tiếp nối và thông 
thương giữa các vùng thông qua yếu tố thủy triều và dòng chảy. Do vậy ta không 
ghi nhận được sự khác biệt có ý nghĩa khi so sánh giá trị độ mặn ở ba vùng trên. 
>»pH 

- Vùng I: pH nguồn nước ở mức bình thường trong khoảng 6,9-7,5. 


- Vùng II: pH giảm vào những tháng mùa mưa do ảnh hưởng phèn từ nước 
xả lũ nhưng vẫn ở mức trên 6,5 trong năm 1999. Giai đoạn năm 2000-2001 do 
phong trào chuyển dịch từ lúa năng suất thấp sang nuôi tôm phát triển mạnh, 
người dân đồng loạt đào mương trong ruộng lúa để nuôi tôm và lượng phèn rửa 
ra kênh đã ảnh hưởng nhiều đến pH nguồn nước. Hiện tượng này làm giảm pH 
nguồn nước xuống dưới 6 vào tháng mưa nhiều đầu mùa (tháng 5-6). Ngoài ra 
hiện tượng pH nước nguồn ở khu vực Sóc Trăng và Bạc Liêu lúc thủy triều thấp 
cao hơn lúc thủy triều cao cũng do hiện tượng rửa phèn nhiều ở khu vực nuôi tôm 
ven biển (nước rửa phèn có pH thấp được thủy triều cao dồn ngược lên). Năm 
2002 hiện tượng pH lúc thủy triều thấp cao hơn lúc thủy triều cao không còn xảy 
ra phổ biến như hai năm trước. pH nước nguồn tăng cao ở mức thích hợp (trên 7) 
vào những tháng mùa khô từ tháng 1 đến tháng 4. 

- Vùng IH: 


-Ổồ = Vùng nội đồng thuộc tỉnh Cà Mau (Thới Bình): pH nước nguồn giảm thấp 
dưới 6,5 xảy ra từ tháng 5-10 hàng năm. Các tháng còn lại có pH tăng cao 
nhưng có rất ít tháng có pH trên 7. 

-Ổồ Vùng thuộc tỉnh Kiên Giang: pH nước thấp thường xuyên dưới 5 vào sáu 
tháng đầu năm và tăng cao trên 6 vào sáu tháng cuối năm. 
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‹ pH nước nguồn ở vùng này đặc biệt tăng cao rõ rệt vào năm 2002 do 
chương trình thoát lũ ra biển Tây đã góp phần rửa phèn ở các năm trước. 
Giá trị pH theo mùa dao động trong khoảng 6,93-7,2. Sự sai khác này không 
có ý nghĩa thống kê (p<0,1). Tương tự không có sự khác biệt có ý nghĩa (p<0,1) 
về giá trị pH giữa các vùng sinh thái. Giá trị này nằm trong khoảng phù hợp cho 
phát triển nuôi trồng thủy sản. 


> Độ kiểm (alkalinity) 


Độ kiểm có tương quan thuận với pH nước. Độ kiểm bằng 0 khi pH nước 
nhỏ hơn 5ð. Độ kiểm đạt mức cao trên 120 mg/1 ở vùng Bạc Liêu và thành phố Cà 
Mau ở tháng 1-4 hàng năm. Các vùng thuộc tỉnh Kiên Giang có độ kiểm rất 
thấp, dự báo chất lượng nước ao đầm nuôi tôm có nhiều biến động, gây xốc nhiều 
cho thủy sản nuôi. Các vùng ven biển Tây thuộc tỉnh Cà Mau nước có độ kiểm 
thấp hơn 60 mg/1 vào các tháng mùa mưa từ tháng 4-11. 

Vùng I chưa có trạm quan trắc chất lượng nước khu vực ven biển. 
> Độ đục (TSS) 

Độ đục của nguồn nước biển tỉnh Sóc Trăng và Bạc Liêu cao !ơn so với 
các vùng khác. Nguồn nước tại trạm Mỹ Thanh (Sóc Trăng) có độ đục rất cao, 
tổng chất rắng lơ lửng (TS) cao hơn nhiều lần so với mức cho phép của nước 
biển dùng cho nuôi thủy sản là thấp hơn 50 mg/1 (TCVN 5943-1995), giá trị TSS 
trung bình năm lúc thủy triều cao từ 435-732 mg/1 từ năm 1999-2001 và có xu 
hướng tăng cao ở các năm sau. Độ đục giảm nhiều ở khu vực tỉnh Bạc Liêu. 

Độ đục các tháng trong năm ở khu vực tỉnh Cà Mau thường thấp hơn 100 
mgi. 

Vùng I chưa có trạm quan trắc chất lượng nước khu vực ven biển. 

Giá trị này thay đổi theo mùa khá rõ rệt (p < 0,05). Độ đục trung bình khá cao 
vào mùa mưa (độ trong: 9-24 cm) và tăng cao vào mùa khô (độ trong: 29-48 cm). 
Không ghi nhận sự sai khác có ý nghĩa về giá trị trung bình độ đục ở các vùng 
sinh thái khác nhau. 

> COD 

Theo số liệu đẩy đủ của năm 1999-2000 thì COD nước nguồn ở các trạm 
ven biển Đông từ Sóc Trăng đến Cà Mau có giá trị trung bình năm khá cao ở 
mức 8-10 mg/1. Vùng ven biển Tây và vùng nội đồng của tỉnh Cà Mau có giá trị 
trung bình năm của COD ở mức 6-8 mgi1. 

Vùng I chưa có trạm quan trắc chất lượng nước khu vực ven biển. 

Giá trị COD hiện diện ở mức khá. Chỉ số này khá cao ở vùng ven biển và 
nội đồng so với thủy vực nhiễm mặn (p<0,1). Điều này cho thấy vùng nội đồng có 
nguy cơ nhiễm bẩn hữu cơ khá cao về mùa khô (28,80 mg/1)trong khi ở vùng ven 
biển chỉ số này có thể chịu ảnh hưởng một phần của hàm lượng muối trong nước. 


>NH,N 
Trị số NH„-N của nguồn nước ở các trạm từ Sóc Trăng đến Cà Mau (Mỹ 
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Thanh, Câu Sập, Hộ Phòng, Cà Mau, Thới Bình, Ngan Dừa) thường ở mức thấp 
hơn 0,1 mg/1 thấp hơn so với mức giới hạn cho phép là 0,5 mg/1 (TCVN 5943- 
1995). Tuy nhiên đã ghi nhận được hiện tượng ô nhiễm hữu cơ nguồn nước cấp 
của các khu vực nuôi tôm qua ba đợt khảo sát của Viện NCNT TS II vào các 
tháng 3, 7 và 11 của năm 2002 như sau: 


- Đợt tháng 3 chưa có hiện tượng ô nhiễm hữu cơ. 


- Đợt tháng 7 ghi nhận hiện tượng ô nhiễm hữu cơ ở hầu hết các nguồn 
nước cấp cho nuôi tôm sú ở hai tỉnh Bạc Liêu và Cà Mau. Tỉnh Kiên Giang có ô 
nhiễm hữu cơ ở mức nhẹ. 


^ 


- Đợt tháng 11 không còn ghi nhận ô nhiễm hữu cơ trên địa bàn tỉnh 
Kiên Giang, hiện tượng ô nhiễm hữu cơ đã giảm rõ rệt trên địa bàn tỉnh Cà Mau. 
Riêng xã Phước Long thuộc tỉnh Bạc Liêu có hệ thống thủy lợi chưa thông 
thoáng nguồn nước vẫn còn bị nhiễm bẩn hữu cơ. 


Vùng I chưa có trạm quan trắc chất lượng nước khu vực ven biển. 


Biểu hiện khá rõ nét của chỉ tiêu này là phụ thuộc khá chặt chẽ vào yếu 
tố mùa vụ (p<0,05). Mùa mưa do ảnh hưởng của nước nguồn, do mưa, khối lương 
nước trong thủy vực tăng làm tăng khả năng pha loãng nên giá trị NH;-N trung 
bình khá thấp (0,02-0,1 mg/1). Vào mùa khô chỉ số này tăng khá cao (>0,3 mg/1). 
Không ghi nhận sự khác biệt có ý nghĩa của NHạ-N ở các vùng sinh thái (p>0,1). 


HIL1.2.2. Hiện trạng chất lượng nước ở các 0uùng nuôi trồng thủy sản 
chính 


a. Vùng ven biển 


- Độ mặn: Khu vực biển đông ở Huyện Đầm Dơi vào mùa khô, độ mặn 
trong các kênh cấp tăng cao, đạt 29-31% vào tháng 3/2002. Độ mặn sau đó giảm 
còn 12-24%oø vào tháng 11. Tại khu vực Vĩnh Lợi vào mùa khô độ mặn ngoài 
kênh cấp là 28-33%ø, vào mùa mưa giảm còn 3-4%o. Ở vùng giáp hệ thống sông 
Cửu Long như ở Vĩnh Châu độ mặn trong kênh mùa khô là 10-13%ø, mùa mưa là 
1,ỗ-3%o. Trong các vuông mùa khô độ mặn là 10-15%ø, mùa mưa độ mặn là 1,5- 
B%o. Đối với vùng biển Tây ở thị xã Hà Tiên độ mặn vào mùa khô ngoài kênh 
cấp gần biển là 27-32%; các kênh cấp bên trong nội địa là 15-25%ø. Vào mùa 
mưa hầu hết các kênh cấp có độ mặn 0-4%ø chủ yếu là do ảnh hưởng của nguồn 
nước ngọt từ hệ thống kênh xã lũ biển Tây. Vùng bán đảo Cà Mau ở huyện An 
Biên độ mặn trong các kênh cấp vào mùa khô là 27-30%, vào mùa mưa các kênh 
ngang trong nội đông là 3-5%o, các kênh dọc nối với biển là 7-9%ø. Ở An Minh 
độ mặn trong các kênh cấp vào mùa khô là 27-34%, vào mùa mưa là ð-11%oø. Độ 
mặn trong các vuông nuôi vào mùa khô là 30-38%, vào mùa mưa là 1-12%o. 


Ở Huyện Đảm Dơi, pH ngoài kênh qua các đợt khảo sát hầu hết nằm 
trong phạm vi phù hợp với tôm nuôi, tuy nhiên có hiện tượng pH trong các thủy 
vực kênh cấp và trong các vuông nuôi ngày càng tăng dần, mức tăng trung bình 
. khoảng 0,8-1,2 đơn vị. Ở Vĩnh Lợi pH các kênh cấp trong năm dao động từ 6,8- 
7,7; độ pH trong các vuông nuôi dao động từ 7-9,3. Tại Vĩnh Châu pH ngoài kênh 
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trong năm dao động từ 7,2-8,4. Độ pH trong các vuông nuôi dao động từ 7,4-9,3, 
trung bình là 8,23-8,4. Ở khu vực ven biển Tây như thị xã Hà Tiên pH vào mùa 
khô trong các kênh cấp thường bị nhiễm phèn nhẹ ở mức pH= 6-6,7. Vào các thời 
điểm còn lại trong năm, pH duy trì ở mức trung tính (pH= 7-7,5). Tại An Biên 
pH các kênh cấp của vùng vào đầu mùa mưa bị nhiễm phèn nhẹ với pH= 6-6,9, 
thời gian còn lại trong năm pH= 7-7,9. Tại An Minh vào đầu mùa mưa nước 
trong đa số các kênh thường bị nhiễm phèn pH ở mức 5-6. Vào thời gian còn lại 
trong năm, một số kênh cấp bị nhiễm phèn vào giữa mùa mưa như kênh Xẻo Rô, 
kênh Chống Mỹ xã Vân Khánh nhẠc (pH=3,7-4,8), các kênh cấp còn lại có độ pH 
khá tốt từ 7,2-8,2. 


- Độ kiểm: Ở huyện Đâm Dơi độ kiểm ngoài các kênh cấp đa phần nằm 
trong phạm vi phù hợp với tôm nuôi (120-150 mg/1). Tại Vĩnh Lợi độ kiểm trong 
các kênh cấp cũng như vuông nuôi trong năm đa phần hiện điện ổn định ở mức 
thấp vừa từ 55-80 mg/l. Ở Vĩnh Châu độ kiểm trong các kênh cấp cũng như các 
vuông nuôi trong năm vẫn ở mức trung bình thấp từ 51-100 mg/l. Ở khu vực 
biển tây như tại thị xã Hà Tiện độ kiểm trong các kênh cấp thường ở mức thấp 
dao động từ 0-100 mg/1. Độ kiểm trong các vuông nuôi hầu hết đều được cải thiện 
ở mức cao và phù hợp hơn từ 80-150 mg/1. Tại An Biên độ kiểm ngoài các kênh 
cấp vào đầu và giữa mùa mưa biến động từ 30-98 mg/1 vào cuối mùa mưa tăng ổn 
định ở mức 100-124 mg/1. Tại An Minh độ kiểm vào đầu và giữa mùa mưa ngoài 
các kênh cấp thường ở mức thấp từ 36-72 mg/1. Vào các thời gian khác độ kiểm 
ổn định ở mức khá tốt từ 98-146 mgil. 


- Tổng N amonia : Ở huyện Đầm Dơi có dấu hiệu ô nhiễm hữu cơ cục bộ 
trong một vài kênh cấp và trong một số vuông nuôi với tổng Ñ amonia >0,5 mgi1. 
Thời gian thường xảy ra ô nhiễm là vào cuối mùa khô đầu mùa mưa. Tại Vĩnh 
Lợi có dấu hiệu ô nhiễm trong phần lớn các kênh cấp và vuông nuôi vào cuối mùa 
khô và đầu mùa mưa với tổng NÑ amonia = 0,ð-1 mg/1. Ở Vĩnh Châu thời gian đầu 
mùa mưa (tháng 5/03) ngoài kênh cấp có dấu hiệu ô nhiễm hữu cơ nhẹ với tổng NÑ 
amonia= 0,ð-0,6; không ghi nhận biểu hiện ô nhiễm hữu cơ trong các kênh cấp 
và vuông nuôi ở các thời điểm khác trong năm. Tại khu vực ven biển Tây ở thị 
xã Hà Tiên qua các đợt khảo sát đều không phát hiện dấu hiệu ô nhiễm hữu cơ 
(tổng NÑ amonia< 0,2 mg/1). Tại An Biên amonia quanh năm đa phần ở mức thấp 
trừ hiện tượng amonia cao cục bộ ở một vài kênh cấp và vuông nuôi. Tại An 
Minh vùng này quanh năm chưa ghi nhận biểu hiện ô nhiễm hữu cơ kể cả vào 
thời gian đầu mùa mưa. 

b. Vùng nhiễm mặn 


- Độ mặn: Vùng giáp nước ven biển đông và tây ở huyện Cái Nước độ 
mặn trong các kênh cấp vào mùa khô có giá trị từ 27-34%, cao dần từ trong nội 
đồng ra vùng ven biển. Vào mùa mưa độ mặn giảm còn 8-20%o. Ở khu vực phía 
bắc quốc lộ 1A như tại Giá Rai vào mùa khô độ mặn ngoài kênh cấp là 27-30%o, 
vào mùa mưa giảm còn 5-8%oø. Vùng Tứ giác Long Xuyên ở Kiên Lương vào mùa 
khô độ mặn của các kênh cấp khảo sát là 15-22%, Vào mùa mưa độ nặn trong 
các kênh cấp là 2-8%o, trong các vuông nuôi là 5-12%o. Tại Hòn Đất độ mặn 
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ngoài các kênh cấp vào mùa khô là 10-15%ø, vào mùa mưa các kênh cấp nằm gần 
biển là 6-7%o, các kênh cấp nằm trong nội địa là 0-2%o. 


- Độ pH: Tại Cái Nước pH ngoài kênh qua các đợt khảo sát hầu hết nằm 
trong phạm vi phù hợp với tôm nuôi. pH có xu thế tăng dần với mức tăng trung 
bình khoảng 0,8-1,2 đơn vị. Tại Giá Rai vào mùa mưa nước các kênh cấp trong 
vùng thường bị nhiễm phèn nhẹ pH ở mức 6,ð-6,8; Có kênh cấp bị nhiễm phèn 
nặng ngay cả troñg mùa khô với pH= 4 và vào đầu mùa mưa pH còn 3,5 (tháng 
5/03). Tại Kiên Lương vào giữa mùa mưa đến mùa khô độ pH trong các kênh cấp 
toàn bộ dao động trong phạm vi trung tính hoặc kiểm yếu (pH= 7-7,8), tuy nhiên 
vào cuối mùa khô nước kênh cấp bắt đầu nhiễm phèn nhẹ với pH giảm ở mức 6- 
6,5. Sang đầu mùa mưa (đợt khảo sát tháng 5/03), nước hầu hết các kênh cấp 
khảo sát được ở xã Bình An và Dương Hòa bị nhiễm phèn nặng với pH đa phần 
= 3-4,5, một vài kênh có pH từ 5-6,2. Tại Hòn Đất nước ở hầu hết các kênh cấp 
bị nhiễm phèn nặng vào đầu mùa mưa với pH= 3,4-3,6 (tháng 5/03); vào tháng 7 
nhiều kênh cấp cũng còn bị nhiễm phèn với pH= 3,1-5, trừ một vài kênh trở lại 
ổn định với pH= 7. Vào cuối mùa mưa và đầu mùa khô pH nước kênh cải thiện 
hơn ở mức trung tính hoặc kiểm yếu là 7,23-8 (tháng 11/02 và tháng 3/03). Nước 
trong các vuông nuôi có pH đa phần ổn định với pH các nơi trong năm = 7-7,75. 


- Độ kiểm: Độ kiểm ngoài các kênh cấp ở Cái Nước đa phần nằm trong 

phạm vi phù hợp với tôm nuôi (120-150 mg/1). Tại Giá Rai nước có độ kiểm thấp 
_ đao động từ 12-65 mg/1. Vùng Kiên Lương độ kiểm trong nước kênh cấp vào cuối 
mùa khô và đầu mùa mưa là 0-24 mg/1, độ kiểm vào giữa và cuối mùa mưa ở mức 
khá hơn là 12-77 mg/1. Tại Hòn Đất ở những kênh cấp bị nhiễm phèn độ kiểm 
hiện diện ở mức thấp ( đa phần 0 mg/1), những kênh cấp còn lại có độ kiểm ổn 
định hơn từ 63-93 mg. 


- Tổng NÑ Amonia: Tại Cái Nước dấu hiệu ô nhiễm hữu cơ cục bộ xảy ra 
cao điểm là vào cuối mùa khô đầu mùa mưa trong một vài kênh cấp và trong một 
số vuông nuôi với tổng NÑ amonia >0,ð mg/1. Những thủy vực ít thông thoáng và 
vùng giáp nước thường có mức ô nhiễm cao hơn các vùng chịu tác động thủy triều 
mạnh. Tại Giá Rai nước trong các kênh cấp có dấu hiệu ô nhiễm hữu cơ rõ vào 
cuối mùa khô đầu mùa mưa với tổng NÑ amonia= 0,6-2,5 mg/1. Vào giữa mùa mưa 
(tháng 7/02) lượng NÑ amonia giảm còn 0,2-0,8 với một vài nơi vẫn còn cao hơn 
hàm lượng tối đa cho phép. Vùng Kiên Lương nước các kênh cấp có dấu hiệu ô 
nhiễm hữu cơ rõ vào đầu mùa mưa với tổng NÑ amonia= 0,7-1 mg/1. Các thời điểm 
khác không ghi nhận dấu hiệu ô nhiễm cơ trong các kênh cấp cũng như trong 
vuông nuôi. Tại Hòn Đất vào đầu mùa mưa, khoảng 1⁄2 số kênh cấp có dấu hiệu ô 
nhiễm hữu cơ với tổng NÑ amonia = 0,6-1,2 mg/1l. Phần thời gian còn lại trong 
năm không thấy có dấu hiệu ô nhiễm hữu cơ ngoài các kênh cấp cũng như trong 
các vuông nuôi (tổng Ñ amonia < 0,2 mgi)). 

c. Vùng nội đồng 

- Độ mặn: Kết quả khảo sát ở vùng Quảng Lộ Phụng Hiệp tại huyện Thới 
Bình cho thấy vào mùa khô, nước trong các kênh cấp mặn từ 30-38%o, tuy nhiên 
vào mùa mưa độ mặn nước trong các kênh cấp còn 3-6%ø. Vào mùa khô nước 
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trong một số vuông nuôi lên đến 45%, tuy nhiên vào mùa mưa chỉ còn 2-6%o. 
Tại huyện Phước Long độ mặn trong nguồn nước kênh cấp vào mùa khô là 22- 
28%o, vào mùa mưa giảm còn 5ð%ø. Tại vùng nội đồng chịu ảnh hưởng của hệ 
thống sông Cửu Long như ở Mỹ Xuyên độ mặn trong các kênh cấp cũng như 
vuông nuôi vào mùa khô là 6-10%oø, vào mùa mưa là 0-1%o.. Tại vùng Tứ giác 
Long Xuyên như tại huyện Vĩnh Thuận độ mặn ngoài các kênh cấp vào mùa khô 
là 20-25%ø (tháng 3/02, 3/03), vào mùa mưa là 2-B%o (tháng 11/02). 


- Độ pH: Tại Thới Bình vào tháng 7/02 là thời điểm giữa mùa mưa, một 
số kênh cấp chính bị nhiễm phèn từ trong nội đồng đổ ra làm pH giảm còn 3-4, 
tuy nhiên vào tháng 11 độ pH trên hầu hết các kênh cấp phục hồi ở mức kiểm 
yếu 7-7,6 và giữ ổn định ở mức này trong thời gian còn lại của năm. Tại Phước 
Long nhiều kênh cấp ở xã Phước Long bị nhiễm phèn quanh năm ở mức từ nặng 
đến nhẹ (pH= 3,3-6,7). Những kênh còn lại có pH dao động ở mức trung tính 
hoặc kiểm yếu (pH =7-7,7). Tại Mỹ Xuyên pH, trong các kênh cấp tương đối ổn 
định, trung bình 7,1-8. Tại Vĩnh Thuận nước ở nhiều kênh cấp bắt đâu bị nhiễm 
phèn vào đầu mùa mưa {pH = 5ð,7-6,4 vào tháng 5/03). Một vài kênh cấp tiếp tục 
bị nhiễm phèn nặng vào giữa mùa mưa (pH= 3,9 vào tháng 7/02). Nước trong các 
vuông nuôi có pH hầu hết ở mức khá tốt từ 7-8,6. 


- Độ kiểm: Tại Thới Bình độ kiểm trong nước kênh cấp đa phần rất thấp 
(0-50 mg/1) vào đầu và giữa mùa mưa và trở lại ổn định trong thời gian còn lại 
trong năm. Tại Phước Long độ kiểm trong các kênh cấp nhìn chung không ổn 
định và thường ở mức thấp do nhiễm phèn. Tại Mỹ Xuyên trừ thời gian tháng 
11/02 độ kiểm hiện diện ở mức tương đối cao: ngoài các kênh cấp là 60-140 mg/1, 
trong các vuông nuôi là 70-115 mg/1. Vào các đợt khảo sát còn lại độ kiểm ngoài 
kênh cấp cũng như trong các vuông nuôi đều hiện diện ở mức thấp 30-70 mg. 
Tại Vĩnh Thuận ở một số kênh cấp bị nhiễm phèn nặng thì độ kiểm thấp đến 0 
mg/1. Ngoài những trường hợp này, độ kiểm các kênh cấp đa phần ổn định ở mức 
98-150 mgi1. 

- Amonia: Tại Thới Bình nước kênh có dấu hiệu ô nhiễm hữu cơ vào đầu 
và giữa mùa mưa (tháng 7/02, tháng 5/03) với tổng N amonia = 0,8-2 mg/1. Vào 
thời gian còn lại trong năm, rất ít thấy dấu hiệu ô nhiễm hữu cơ trong các kênh 
cấp. Tại Phước Long các kênh cấp bị nhiễm amonia nặng vào mùa mưa với tổng 
NÑ amonia= 1-5 mg/l. Vào mùa khô (tháng 3/03) nước kênh tương đối sạch với 
tổng N amonia= 0,1-0,2 mg/1. Như vậy, ô nhiễm hữu cơ là vấn để đáng chú ý của 
khu vực này. Tại Mỹ Xuyên nước các kênh cấp ngay cả vào đầu mùa mưa (tháng 
5/03) là thời điểm phát hiện amonia ở mức cao nhất cũng chỉ ở trong phạm vi 
< 0,4 mg/1. Trong các đợt khảo sát còn lại amonia đều ở mức < 0,2 mg. Tại 
Vĩnh Thuận điều đặc biệt là những kênh bị nhiễm phèn nặng thường có hàm 
lượng amonia khá cao, thường cao hơn nhiều so với phạm vi cho phép. Ngoại trừ 
những trường hợp này, lượng NÑ amonia trong vùng quanh năm đều < 0,2, thấp 
hơn nhiều so với giới hạn cho phép. 

Nhận xét chung về chất lượng nguồn nước cấp cho nuôi tôm sú: 
Qua dãy số liệu quan trắc chất lượng nước từ năm 1999-2002 cho thấy: 
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- Độ mặn: hiện tượng xâm nhiễm mặn đặc biệt tăng cao ở năm 2002 là 
điều kiện thuận lợi cho phát triển mở rộng vùng nuôi tôm sú. 


- pH: chương trình thoát lũ ra biển Tây đã rửa phèn và cải thiện đáng kể 
hiện tượng pH thấp ở các vùng nhiễm phèn nặng của tỉnh Kiên Giang. Năm 
2002 không còn ghi nhận nước nguồn bị ảnh hưởng của hiện tượng rửa phèn ở 
các ruộng nuôi tôm của phong trào chuyển đổi lúa-tôm ở năm 2000 và 2001. 


- Độ đục nguồn nước ở tỉnh Sóc Trăng có xu hướng tăng cao theo thời gian 
nhưng lại có xu hướng giảm ở khu vực tỉnh Bạc Liêu. 

- Ô nhiễm hữu cơ: hai tỉnh có diện tích nuôi tôm lớn nhất là Cà Mau và 
Bạc Liêu đã có hiện tượng ô nhiễm hữu cơ nguồn nước cấp. Đây là dấu hiệu báo 
động cần phải cải thiện hệ thống thủy lợi phục vụ nuôi tôm ở hai tỉnh này để 
nghề nuôi tôm phát triển bền vững. 


IIIL2. Kết quả đánh giá tình hình nuôi và xuất hiện bệnh tôm ở các tỉnh 
ĐBSCL 


TI1.2.1. Tình hình bệnh tôm năm 2000 
> Trên mô hình nuôi quảng canh cải tiến ở các tỉnh ĐBSCL 


Từ kết quả bảng 4.6 cho thấy vùng bùng nổ dịch bệnh ở các tỉnh năm 
2000 thường diễn ra tập trung ở thời điểm chính trong năm. Đợt 1 vùng nuôi 
mang tính chất nội đồng (Tiền Giang và Sóc Trăng) dịch bệnh thường xảy ra 
tháng 3 và tháng 4, đợt 2 xuất hiện khoảng thời gian tháng 9 — 10. Vùng nuôi 
mang tính chất ven biển việc bùng nổ dịch bệnh thường xảy ra muộn hơn vào 
tháng 5-6, đợt 2 thường xảy ra vào tháng 10 — 11. 


Bản chất của dịch bệnh có tương quan với mầm bệnh đốm trắng. Tuy 
nhiên, với tỷ lệ xuất hiện mầm bệnh đốm trắng trên các mẫu xét nghiệm hiện 
diện ở giá trị không cao, nhất là đối với khu vực nội đồng (Tiền Giang, Sóc 
Trăng) tỷ lệ này hiện diện ở mức nhỏ hơn 25%. Khu vực Bạc Liêu tỷ lệ xuất hiện 
mầm bệnh đốm trắng trên các mẫu xét nghiện hiện diện ở mức cao. Ở thời điểm 
bùng nổ dịch bệnh lần đầu trong năm (tháng 5/2000) giá trị này lên đến trên 
90% số mẫu xét nghiệm mầm bệnh đốm trắng. Kết quả phân tích trên mẫu giáp 
xác cho ta khẳng định vai trò là vật mang mầm bệnh từ nơi này sang nơi khác 
là khá rõ ràng. 

> Đánh giá tình hình dịch bệnh đốm trắng trên mô hình nuôi 
công nghiệp các tỉnh ĐBSCL 


Bảng 82 cho thấy thời điểm dịch bệnh trong năm 2000 xuất hiện trên các 
mô hình nuôi công nghiệp thay đổi tùy thuộc vào thời điểm thả tôm giống. Điều 
thú vị là trong những trường hợp ghi nhận hiện trạng tôm chết trong ao nuôi, 
kết quả xét nghiệm sự hiện diện mâm bệnh đốm trắng đều cho thấy tỷ lệ dương 
tính rất cao 90 - 100% (bảng 82). Mặt khác kết quả nghiên cứu cho thấy việc 
bùng nổ bệnh thường xảy ra ở thời gian từ 1 - 2 tháng tuổi với nhiều dẫn liệu chỉ 
ra mầm bệnh xâm nhập vào tôm nuôi hầu hết theo đường truyền ngang hơn là 
truyền dọc. Đa số các lứa tôm PLs thả nuôi đều được kiểm tra âm tính với mầm 
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bệnh đốm trắng. Tương tự như mô hình quảng canh cải tiến, kết quả xét nghiệm 
khẳng định vai trò chuyển tải mầm bệnh của các loại giáp xác khác nhau. 


Bảng 82: Chẩn đoán WSSV bằng phương pháp PCR mẫu tôm sú nuôi 
thương phẩm và giáp xác ở hình thức quảng canh cải tiến các 
tỉnh ĐBSCL năm 2000 


Tỉnh Tháng Tổng Hiện trạng và diện tích xảy Số mẫu nhiễm 
diện tích ra dịch bệnh (ha) bệnh/> phân tích 
nuôi (ha) Tôm G. xác 

3 2.177,5 
4 Đâu vụ I đến 0/9 0/1 

p 5 tháng 18/5 là 179,6 4/16 1⁄2 

Ậ 6 Bình thường 1/20 0/2 

O 7 Bình thường B/21(1⁄3) 1⁄2 

ä.. 8 Bình thường(chết ở 1 vài hộ) 0/10 0/2 

E 9 Chết ở 1 vài xã 0/6 0/2 

10 Tiếp tục chết ở 1 vài xã 2/13 (1⁄4) 0/2 
11 Chết 100% (thu hoạch) 6/10 
3 (2/5) 
4 Bình thường 4/20 1⁄1 

R 5 Bình thường 6/15 0/1 

6 Bình thường (chết ở lvàihộ) 1/15 1⁄1 

vŠ vị Bình thường (chết ở 1 vài hộ) 0/1 

m 8 Bình thường 0/2 

9 Bình thường 0/2 

10 Chết ( rải rác ở 1 vài hộ) 0/2 

4 19.488 1.495,4 6/30 (4/4) ` 0/2 
tổ 5 (Môi trường) 2.863,0 1/7 HAI 
⁄Z 6 Bình thường (chết ở 1 vài hộ) 1/6 (1⁄3) 

53 1 300,0 0/1 

m- 8 1.000,0 (1⁄3) 0/2 

§ 9 14.000 Gối vụ (Môi trường) 11.000,0 0/1 

10 (Môi trường)11.600 

11 Bình thường 0/2 
4 : 0/7 

B Chết trên diện hẹp 12/18 

¬ 6 Chết trên điện rộng 6/18 (20) 

k= 7 Chết trên diện rộng (40% 5/17 

A _ điện tích nuôi) 

_ 8 Tiếp tục chết trên diện rộng 8/20 

9 Tiếp tục chết 1⁄18 (1⁄3) 
10 Rải rác 2/13 
11 Rải rác 
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Bảng 83: Chẩn đoán WSSV bằng phương pháp PCR mẫu tôm sú nuôi 
thương phẩm & giáp xác trên các ao nuôi công nghiệp ở các 
tỉnh ĐBSCL năm 2000 


Tổng diện Diện tích xảy Số mẫu nhiễm bệnh/tổng 
Tỉnh Tháng tích nuôi (ha) ra dịch bệnh số mẫu phân tích 
(ha) Tôm Giáp xác 
6 1,5 0/25 
E vị 0/8 
sở 8 0/7 0/4 
m 9 0/18 0/5 
. 10 0/20 
11 0/6 
3 0,6 0/2 
Zšo 4 1⁄4 0/5 
sa 5 2/4 
6 3/6 (2/5) 0/8 
x 3 20,0 1,0 23/57 (B/B) 9/33 
li 4 17,0 10/13 (6/7) 1/19 (0/5) 
Đ 5 2,0 4/9 (3/4) 0/6 
s 6 0/7 
m 7 4,0 1/9 
s 8 0/3 
9 0/2 
„a 4 19 
“ã= 6 +3,9 0,1 (17/17) 
ST L +1,7 0,4 (10/10) (2/2) 
> ‹ 8 1,7 
9 (0/34) 


»> Kết luận 

Bước đầu xác định mùa vụ xuất hiện bệnh năm 2000 ở một số tỉnh Đồng 
Bằng Sông Cửu Long cho thấy: Dịch bệnh thường xảy ra từ tháng 3 đến tháng ð 
và tháng 8 đến tháng 10 trên các mô hình nuôi khác nhau. Có mối tương quan 
với một số yếu tố thời tiết. 

HII.9. 2. Mùa uụ nuôi tôm sú uà tình hình dịch bệnh năm 2001 
HHI2.2.1. Mùa uụ nuôt tôm sú 
> Tỉnh Tiền Giang: 

- Quảng canh cải tiến: Diện tích thả giống từ tháng 2-4 là 2.570 ha. Trong 
đó tập trung vào tháng 3 thả giống 47% tổng diện tích nuôi. Vụ II thả giống tập 
trung vào tháng 5 và 6 trên 1.700 ha chiếm 60% diện tích nuôi tôm toàn tỉnh. 

- Bán thâm canh: Diện tích chỉ chiếm tỷ lệ thấp <1% diện tích nuôi tôm 
sú của tỉnh. Diện tích thả giống nhiều nhất cũng vào tháng 3. 


- Thâm canh: Diện tích của mô hình này khoảng 280 ha. Thả giống vào 
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tháng 1 và 2 trên 300 ha. Tuy nhiên, tháng 3 có diện tích thả giống trên 142 ha 
(khoảng 50% diện tích nuôi thâm canh của tỉnh) do bù vào diện tích thiệt hại do 
hội chứng tôm chết dưới 1, tháng nuôi. Vụ II thả giống vào tháng 6 và 7. 

> Tỉnh Bến Tre: 

Tôm sú được nuôi chủ yếu ở mức độ quảng canh cải tiến với tổng diện tích 
28.363 ha. Đến cuối tháng 3 đã thả giống 100% diện tích nuôi. Sau đó lượng 
giống thả được phân bố tương đối đều từ tháng 4 đến tháng 6 với khoảng 50-74 
triệu giống/tháng. Tháng 12/01 bắt đầu thả giống cho vụ I năm 2002. 
> Tỉnh Bạc Liêu: 

Thả giống từ tháng 2-4 trên diện tích 56.500 ha quảng canh cải tiến và 
280 ha bán thâm canh. Trong đó riêng tháng 3 thả giống 40.000 ha. Tổng lượng 
giống thả từ tháng 2-4 đạt 1,2 tỉ con. 
> Tỉnh Cà Mau: 

Thả giống tập trung vào tháng 3 và tháng 4 trên diện tích 134.121 ha 
(64% diện tích nuôi tôm sú của tỉnh) với lượng giống 4,3 tỉ con (mật độ trung 
bình 3 con/m”). Sau đó giống được thả ở khoảng 20.000 ha/tháng ở các tháng 6, 
10, 11. Diện tích thả giống tăng cao vào tháng 12/01 thả 60.000 ha (30% diện 
tích nuôi tôm của tỉnh) đánh dấu bắt đầu vụ I của năm 2002. 
> Tỉnh Sóc Trăng: 

- Thả giống rải đều từ tháng 1-4 với tổng diện tích 27.344 ha và 1,075 tỉ 
con giống (mật độ trung bình 4 con/m”). 

- Thả gối vụ từ tháng ð-9 với tổng diện tích 10.124 ha (thiệt hại hầu như 
hoàn toàn). Sau đó bà con nông dân đã chuyển sang trồng lúa để cải tạo môi 
trường. Trong tháng 10 và 11 thả giống khoảng 800 ha nuôi bán thâm canh và 
thâm canh. 


> Nhận xét: 
Trong năm 2001 


- Tôm sú nuôi vụ 1 năm 2001 được thả cho đến tháng 4. Trong tháng 3, 
giống thả chiếm trên 50% tổng diện tích nuôi của các tỉnh Tiền Giang, Bạc Liêu 
và Cà Mau. 

Vụ 2 được bắt đầu từ tháng 6. Tỉnh Sóc Trăng với đặc trưng là mô hình 
nuôi tôm-lúa nước hầu như bị ngọt hóa hoàn toàn vào mùa mưa, diện tích thả 
tôm vụ 2 của tỉnh hầu như bị thiệt hại hoàn toàn. 

- Trung bình mật độ thả giống nuôi quảng canh cải tiến là 3~ 4 con/m?. 

- Từ tháng 11-12 người dân tập trung cải tạo ao đầm chuẩn bị cho vụ nuôi 
năm sau. Vụ I của năm 2002 được bắt đầu thả giống từ tháng 12/2001. 

- 8ên vét thải chất bẩn ra kênh rạch công cộng làm ô nhiễm nguồn nước: 
Tháng 9-10 là giai đọan tập trung sên vét cải tạo ao đầm cho vụ nuôi năm sau. 
Hiện tượng tôm chết trên diện rộng và kéo dài tới tháng 11 sau đợt dịch bệnh 
tháng 7-8 ở hai tỉnh Bạc Liêu và Cà Mau xuất phát từ các vùng sên vét, vùng 
nuôi ở cuối nguồn nước bị thiệt hại nghiêm trọng với 95% hộ nuôi tôm của huyện 
Ngọc Hiển - Cà Mau có tôm bị chết ở tháng 10 và đầu tháng 11. 
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HI2.2.2. Tình hình dịch bệnh 

Có hai đợt dịch bệnh tôm sú nuôi ở ĐBSCL năm 2001: Tháng 2-3, tháng 7-8. 
Thiệt hại do dịch bệnh qua các báo cáo hàng tháng của các tỉnh được tổng kết 
như sau: 

> Đợt dịch bệnh tháng 2-3 

Đây là đợt địch bệnh xảy ra rộng khắp trên tôm nuôi dưới 1,5 tháng tuổi 
ở các vùng nuôi tôm đã thả giống sớm từ tháng 1-2 cho vụ l năm 2001 của các 
tỉnh Tiền Giang, Bạc Liêu, Cà Mau và Kiên Giang. 

- Tỷ lệ thiệt hại cao được ghi nhận ở 50% diện tích nuôi tôm thâm canh 
và 8% diện tích nuôi quảng canh cải tiến của tỉnh Tiền Giang. 

- Sóc Trăng: thiệt hại 2.248 ha (9% điện tích thả nuôi), chết tập trung chủ 
yếu vào đợt mưa ở trung tuân tháng 3. Trong số thiệt hại có 40% số hộ hòa vốn 
đến có lãi : 

- Bạc Liêu: khoảng 10.212 ha thiệt hại chiếm 21% diện tích thả nuôi. - 
> Đợt dịch bệnh tháng 7-8 

Dịch bệnh xảy ra trên địa bàn các tỉnh Trà Vinh, Sóc Trăng, Bạc Liêu, Cà 
Mau, Kiên Giang là các tỉnh thuộc phía Nam Sông Tiên. Hai tỉnh Tiền Giang và 
Bến Tre thuộc phía Bắc Sông Tiền có tỷ lệ diện tích tôm nuôi bị bệnh chết 
không đáng kể. 

- Tỷ lệ diện tích nuôi bị thiệt hại cao nhất thuộc tỉnh Bạc Liêu tôm chết 
trên 47.333 ha chiếm hầu hết diện tích nuôi quảng canh cải tiến của tỉnh. 

- Tiền Giang: thiệt hại 6% diện tích nuôi thâm canh 

- Trà Vinh: chết 22 triệu tôm giống chiếm 50% lượng tôm thả nuôi do ảnh 
hưởng của bão. 

- Sóc Trăng: thiệt hại hầu hết khoảng trên 10.000 ha thả tôm nuôi lấp vụ 
do nước bị ngọt hóa. 

Riêng đối với hai tỉnh Bạc Liêu và Cà Mau có nước mặn quanh năm dịch 
bệnh kéo dài đến tháng 11 trên mô hình nuôi tôm quảng canh cải tiến của hai 
tỉnh và vùng chuyển đổi tôm-lúa của tỉnh Cà Mau. 

HIL2.2.3. Kết quả xét nghiệm mẫu tôm 
> Mẫu thu định kỳ 


- Số lượng mẫu định kỳ được thu gởi xét nghiệm trên 10 mẫu/tháng từ 
tháng 2 đến tháng 7 trùng với giai đọan nuôi chính vụ. Tháng 6 có số lượng mẫu 
nhiều nhất là 44 mẫu mô học và 64 mẫu PCR (Đề thị 5). 

- Tôm nuôi bị nhiễm virus đốm trắng (WSSV) luôn hiện diện trong các 
mẫu tôm nuôi ở các tháng 2-7 (ngoại trừ tháng 4) với tỷ lệ cao nhất vào tháng 7. 
là 18%. Các tháng 1, 10 và 11 không phát hiện tôm nhiễm virus đốm trắng. 
Tháng 8 và 9 không có mẫu gởi xét nghiệm. 

- MBV luôn hiện diện với tỷ lệ trên 20%. MBV làm tôm chậm lớn cũng 
như làm suy giảm sức đề kháng của tôm với các tác nhân gây bệnh khác. 

- Tỷ lệ tôm nuôi bị nhiễm ký sinh trùng trên mang tăng cao 64% và 75% 
vào các tháng 7 và 8 phản ánh tình trạng nước ao nuôi kém chất lượng dẫn đến 
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tôm nuôi ít vận động và giảm khả năng tự làm sạch mang. Giai đoạn này trùng 
vào thời gian mưa nhiều. 
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Đồ thị 5: Kết quả xét nghiệm mẫu định kỳ 


>» Mẫu dịch bệnh 


- Một điều đáng chú ý là mẫu tôm xét nghiệm từ các ao thu hoạch sớm của 
tháng 4 đến tháng 6 đều không phát hiện MBV và đốm trắng (Đồ thị 6). Đồng 
thời trong giai đoạn này tình hình dịch bệnh tôm sú nuôi ở ĐBSCL cũng lắng 
dịu rất nhiều sau đợt tôm chết vào đầu năm. Tôm phải thu hoạch sớm vào giai 
đoạn này phần lớn là do thả tôm mật độ cao mà không có các giải pháp tăng 
cường oxy hòa tan. Do đó tôm bị nổi đầu vào giai đoạn sau của chu kỳ nuôi do 
thiếu oxy và người nuôi hốt hoảng thu hoạch sớm. 

- Tôm bị dịch bệnh do nhiễm virus đốm trắng (WSSV) chiếm tỷ lệ trung 
bình 32% của tổng số 151 mẫu dịch bệnh xét nghiệm PCR. Ngoại trừ virus đốm 
trắng có mức độ lây lan lớn và gây chết tôm nuôi, các loại mầm bệnh thông 
thường khác như MBV và vi khuẩn sẽ không có khả năng gây hại lớn nếu ao 
nuôi được cải tạo đạt yêu cầu khi bắt đầu vụ nuôi mới. Kết quả xét nghiệm mẫu 
dịch bệnh cho thấy trên 2/3 trường hợp tôm chết có liên quan đến điều kiện ao 
đầm không đạt yêu cầu nuôi tôm sú. 
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Đồ thị 6: Kết quả xét nghiệm mẫu dịch bệnh 
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> Mầm bệnh trên tôm giống thả nuôi ở các tỉnh ĐBSCL 
‹ Kết quả xét nghiệm virus đốm trắng mẫu tôm giống qua trạm kiểm dịch 
- - Không phát hiện virus đốm trắng trong tổng số 552 mẫu tôm giống xét 
nghiệm vào các tháng 5, 6, 7 (Đồ thị 7). 
- - Tỷ lệ tôm giống nhiễm virus đốm trắng là 3%, 4% và 1% ở các tháng 2, 3 
và 4. Các tháng 8-10 lượng mẫu gởi xét nghiệm giảm < 20 mẫu/tháng. 
Tuy nhiên cần ghi nhận tỷ lệ tôm giống nhiễm virus đốm trắng tăng cao 
>20% vào tháng 10. 
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Đồ thị 7: Kết quả xét nghiệm mẫu tôm giống qua trạm hiểm dịch 
„ Kết quả xét nghiệm mâm bệnh MBV và virus đốm trắng trên tôm giống gởi 
xét nghiệm do người nuôi yêu cầu 
- Tỷ lệ tôm giống nhiễm virus đốm trắng được phát hiện chiếm tỷ lệ thấp 
ở mức 3%, 2% và 2% ở các tháng 3, 7 và 9. Ngoài ra không phát hiện virus đốm 
trắng trên các mẫu tôm giống ở các tháng còn lại (Đồ thị 8). 


80 
so LIN---. 150 ấ: 
= 
40 E 
2 su 
20 ề 
0 
Tháng 
| — — }'j|À/ E——wssv ——©—- Mô — O — PCR 


Đô thị 8: Kết quả xét nghiệm mẫu tôm giống do người dân yêu cầu 


Trên 50% mẫu tôm giống nhiễm MBV vào các tháng 1, 7, 8 và 9. Các 
tháng còn lại tỷ lệ nhiễm MBV từ 35-50%. Tỷ lệ tôm giống nhiễm MBV cao phản 
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ánh điều kiện vệ sinh phòng bệnh tại các cơ sở sản xuất giống chưa được quan 
tâm đúng mức do yêu câu thực hiện nhiều vòng sản xuất để đáp ứng nhu cầu nuôi 
hoặc do thiếu kinh nghiệm trong phòng bệnh. 

»> Kết luận 

«ồ Mùa vụ thả nuôi: 

Có 2 vụ thả giống chính trong năm 2001: 

- Vụ 1 được thả từ tháng 1 cho đến tháng 4 dương lịch, và chủ yếu là thả 
trong tháng 3, giống thả chiếm trên 50% tổng diện tích nuôi. 

- Vụ 2 được thả bắt đầu từ tháng 6 cho đến tháng 8 dương lịch. 

-ồ Mùa vụ xuất hiện bệnh: 

Có hai đợt dịch bệnh tôm sú nuôi ở ĐBSCL năm 2001: Tháng 2-3, tháng 7-8. 

- Đợt dịch bệnh tháng 2-3: Là đợt dịch bệnh xảy ra trên diện rộng, tôm bệnh 
dưới 1,B tháng tuổi, ở các vùng nuôi thả giống sớm từ tháng 1-2. Tỷ lệ thiệt hại: 
Sóc Trăng 9%, Bạc Liêu 21%, Tiền Giang 50% diện tích nuôi tôm thâm canh và 
8% diện tích nuôi quảng canh cải tiến. 

- Đợt dịch bệnh tháng 7-8: Dịch bệnh xảy ra trên địa bàn các tỉnh Trà Vinh, 
Sóc Trăng, Bạc Liêu, Cà Mau, Kiên Giang là các tỉnh thuộc phía Nam Sông Tiền. 
Hai tỉnh Tiền Giang và Bến Tre thuộc phía Bắc Sông Tiền có tỷ lệ diện tích tôm 
nuôi bị bệnh chết không đáng kể. | 

- Riêng đối với hai tỉnh Bạc Liêu và Cà Mau có nước mặn quanh năm dịch 
bệnh kéo dài đến tháng 11 trên mô hình nuôi tôm quảng canh cải tiến của hai 
tỉnh và vùng chuyển đổi tôm-lúa của tỉnh Cà Mau. 

„« Mâm bệnh trên tôm: 

- Chất lượng tôm giống: Tỷ lệ tôm giống nhiễm MBV ở các tháng trong năm 
2001 ở mức cao >35%. Tỷ lệ tôm giống bị nhiễm virus đốm trắng chỉ ở mức thấp 
1-4% ở các tháng 2, 3 và 4/2001. không có mẫu bị nhiễm trong ba tháng 5, 6 và 
7/2001. Điều này cho thấy bệnh đốm trắng xảy ra là do lây nhiễm theo trục 
ngang. 

- Mầm bệnh trên tôm nuôi: Dịch bệnh bùng phát làm chết tôm, kết quả xét 
nghiệm mẫu tôm cho thấy tỷ lệ bị nhiễm virus đốm trắng là 25%. Điều này có 
nghĩa 75% trường hợp còn lại là âm tính, chứng tỏ tôm chết là do điều kiện môi 
trường ao nuôi. Việc quản lý môi trường nước ao nuôi là hết sức quan trọng. 

IIIL3. Tình hình nuôi và mùa vụ xuất hiện bệnh tôm tại các tỉnh năm 
2002 
HII.3.1. Tình hình nuôi 
> Tiền Giang 

- Diện tích nuôi: 2.775 ha trong đó quảng canh cải tiến 1.609 ha, bán 
thâm canh 660 ha và thâm canh 506 ha 

- Mùa vụ thả tôm vụ chính: 

+ Quảng canh cải tiến: Tháng 1-7 Mật độ 5-10 con/m” 

+ Bán thâm canh: Tháng 2-3 Mật độ 12-16 con/m”? 
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+ Thâm canh: Tháng 16 Mật độ 25 con/m? 

- Năng suất và sản lượng: năm 2002 sản lượng tôm sú nuôi của tỉnh đạt 
2.468 tấn. Năng suất các mô hình nuôi quảng canh cải tiến 0,4 tấn/ha, bán thâm 
canh 1,4 tấn/ha và thâm canh 3,8 tấn/ha. 
> Bến Tre 

- Thâm canh 500 ha, còn lại là diện tích nuôi quảng canh cải tiến. 

- Thả tôm vụ chính vào sáu tháng đầu năm với lượng giống thả khoảng 
B50 triệu post gấp gần 20 lần so với sáu tháng cuối năm. Lượng giống thả không 
có chênh lệch lớn giữa các tháng của cùng vụ nuôi. 

- Mật độ thả quảng canh cải tiến 2 con/m2, bán thâm canh 10-15 con/mÖ, 
và thâm canh 25-30 con/m?. 

- Năng suất và sản lượng: sản lượng tôm sú nuôi của tỉnh đạt 13.500 tấn. 
Năng suất nuôi thâm canh của tỉnh đạt cao bình quân 6 tấn/ha. 
> Trà Vinh 


- Diện tích nuôi: 11.500 ha trong đó có khoảng 4.000 ha thực hiện nuôi 
hai vụ hoặc thu tỉa thả bù. 


- Thả tôm: Kết thúc thả giống cho vụ nuôi năm 2002 vào khoảng tháng 9. 
toàn tỉnh đã có 14.500 hộ thả nuôi trên 656 triệu con giống với mật độ trung 
bình 6 con/m”. Trong đó đến cuối tháng 3 đã thả 400 triệu tôm giống trên diện 
tích 7.261,5 ha. 


- Năng suất và sản lượng: sản lượng tôm sú nuôi của tỉnh đạt khoảng 
6.900 tấn với năng suất trung bình 600 kg/ha. Tỉnh Trà Vinh đặc trưng với mô 
hình nuôi tôm sú bán thâm canh, trong năm 2002 số hộ thâm canh hóa tăng 
chậm. 
> Bạc Liêu 

- Diện tích nuôi: 96.000 ha trong đó có khoảng 2.800 ha nuôi thâm canh 
hoặc bán thâm canh, còn lại là diện tích nuôi quảng canh cải tiến. 

- Thả tôm: đến cuối tháng 3 đã thả giống khoảng 90% diện tích nuôi. 

- Năng suất và sản lượng: sản lượng tôm sú nuôi của tỉnh đạt khoảng trên 
35.000 tấn trong đó tổng sản lượng nuôi quảng canh cải tiến chiếm 22.300 tấn. 
Năng suất của mô hình nuôi quảng canh cải tiến đạt trung bình 290 kg/ha. 
> Sóc Trăng 

- Diện tích nuôi: 34.000 ha trong đó có 1.500 ha nuôi thâm canh, 263 ha 
nuôi bán thâm canh còn lại là diện tích nuôi quảng canh cải tiến. 

- Thả giống: trong năm 2002 toàn tỉnh đã tiêu thụ khoảng 9,3 tỷ con 
giống. Thả giống tập trung vào tháng 2 trên 26.000 ha (chiếm trên 50% diện tích 
nuôi tôm của tỉnh). Phần diện tích còn lại được thả giống kéo dài đến tháng 8, 
trong đó bao gồm phần thả bù của diện tích tôm chết của đợt bệnh đầu năm: và 
thả tôm lấp vụ. 

- Năng suất và sản lượng: sản lượng tôm sú nuôi của tỉnh đạt khoảng 
16.000 tấn. Hầu hết diện tích nuôi tôm vụ chính được thu hoạch vào tháng 7-8. 
Năng suất bình quân đạt 500 kg/ha. Năng suất nuôi thâm canh đạt bình quân 4- 
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5 tấn/ha. 
> Cà Mau 

- Diện tích nuôi: 202.000 ha 

- Thả giống: Trong năm 2002 tiêu thụ khoảng 10 tỷ tôm post với khoảng 
25% được sản xuất trong tỉnh. 

- Năng suất và sản lượng: Tổng sản lượng tôm đạt 70.000 tấn trong đó có 
50% là tôm tự nhiên. Tổng bình quân năng suất tôm sú nuôi khoảng 170 
kg/ha/năm. 
> Kiên Giang 

- Diện tích nuôi: 38.000 ha 

- Năng suất và sản lượng: sản lượng tôm nuôi của tỉnh đạt khoảng 6.700 
tấn. 
III.3.2. Tình hình bệnh tôm 
HH. 3.9.1. Đợt mùa khô 2002 (3/2002) 
a. Tỉnh Cà Mau 


Kết quả xét nghiệm mẫu tôm còn sót lại sau khi tôm bệnh chết cách thời 
điểm khảo sát 1- 2 tháng cho thấy hầu hết không còn mang mầm bệnh đốm 
trắng. Tôm đang chết ở giai đoạn cuối hoặc trong vòng 7- 10 ngày thì kết quả xét 
nghiệm cho (+++). Trong một số trường hợp cường độ chết chậm, kéo dài và tỉ lệ 
chết thấp với kết quả xét nghiệm (+++) cho thấy trong mô hình nuôi quảng canh 
tốc độ truyền lan của mậm bệnh có xu thế chậm lại. 

_ Tại huyện Thới Bình, tỷ lệ thiệt hại do tôm bệnh chết ở mức trung bình 
khá. Tân Phú là vùng mới chuyển đổi sang nuôi tôm. Tôm chết có biểu hiện 
nhiễm khuẩn và đốm trắng, tốc độ chết nhanh, tôm bị nhiễm mầm bệnh đốm 
trắng nặng. Tôm chết lay lan trên diện rộng. 

Đối với huyện Đâm Dơi, kết quả khảo sát các hộ cho thấy vụ nuôi năm 
trước đều cho kết quả tốt, không có dấu hiệu bệnh. Tôm được thả trước hoặc cận 
Tết. Các hộ nuôi thường thả nhiều đợt. Tôm chết kéo dài ít nhất 10 ngày, lâu 
nhất 1 tháng vào thời điểm sau Tết. Tôm trước khi chết có biểu hiện cặp mé, lủi 
vào bờ, tôm bệnh có dấu hiệu đốm trắng, đỏ thân và thường xuất hiện sau 1 đến 
1, tháng thả nuôi. Hiện tượng tôm chết kéo dài qua nhiều đợt, mức độ chết 
không cao, một số nơi có dấu hiệu hồi phục. Mẫu thu trên tôm còn sót lại không 
có dấu hiệu lâm sàng đều cho kết quả xét nghiệm âm tính. Tôm chết 7 ~ 10 ngày 
tùy kiểu chết và biểu hiện lâm sàng cho kết quả xét nghiệm khác nhau. Tôm có 
dấu hiệu đóng rong, rất ít con có biểu hiện đốm trắng thì kết quả xét nghiệm từ 
mẫu thu là không có mâm bệnh đốm trắng. Mẫu thu có dấu hiệu đỏ thân, đốm 
trắng, tỷ lệ chết cao 90 — 100% kết quả có nhiễm mầm bệnh đốm trắng rất nặng. 
Đối với tôm thu có dấu hiệu đốm trắng thì kết quả dương tính. 

Tại thành phố Cà Mau các nông hộ thường xuống giống làm nhiều đợt do 
đó tôm thường chết liên tục. Tùy mẫu thu mà kết quả xét nghiệm khác nhau. . 
Nhìn chung thông qua kết quả xét nghiệm có thể nhận định tôm chết do mầm 
bệnh virus đốm trắng và lây lan trên diện rộng. 
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b. Tỉnh Bạc Liêu 

Vùng tôm lúa ở Giá Rai, Vĩnh Lợi và Đông Hải không ghi nhận mầm 
bệnh đốm trắng trên mẫu tôm còn lại thu sau khi hiện tượng chết diễn ra vài 
ngày cho đến 2-3 tuần kể cả tôm tự nhiên. Chỉ có 15% trường hợp mẫu thu sau 
20 ngày phát hiện nhiễm mầm bệnh đốm trắng nặng mặc dù chỉ có biểu hiện 
sậm màu. Đối với đầm nuôi quảng canh ở thị trấn Hòa Bình tôm bi bệnh chết 
sau khi thả 1 tháng đến 45 ngày kết quả xét nghiệm có đến 7ð% trường hợp 
dương tính với mầm bệnh đốm trắng. Điều đáng lưu ý ở xã Phước Long huyện 
Phước Long 100% trường hợp thu mẫu xét nghiệm đều cho kết quả dương tính . 
Thông qua kết quả xét nghiệm cho thể nhận định tôm chết do bệnh đốm trắng 
diễn ra cục bộ trên mô hình tôm lúa ở các huyện Giá Rai, Vĩnh Lợi và Đông Hải. 
Đối với hệ thống nuôi quảng canh trên địa bàn huyện Vĩnh Lợi có dấu hiệu lây 
lan của mâm bệnh đốm trắng. Riêng khu vực nội đồng thuộc huyện Phước Long 
tôm chết hầu hết do virus đốm trắng và lây lan trên diện rộng. 

c. Tỉnh Sóc Trăng 

Đối với huyện Mỹ Xuyên, xã Hòa Tú 1 và Ngọc Tố tôm chết tập trung ở lứa tuổi 
40-60 ngày tuổi. Hầu hết các mẫu thu đều có dấu hiệu đỏ thân, đốm trắng. Các 
mẫu thu tại thời điểm bệnh với dấu hiệu bệnh lý rõ hoặc không rõ đều cho kết 
quả xét nghiệm dương tính. Điều đáng chú ý mẫu thu ở 2 mô hình nuôi công 
nghiệp có dấu hiệu phát bệnh hay chưa đều cho kết quả +++. Bệnh đang trong 
thời kì bộc phát sớm và chuẩn bị lây lan trên diện rộng. Ở Hòa Tú 2, Gia Hòa 1 
và Gia Hòa 2 Mô hình tôm lúa, có cho ăn thức ăn công nghiệp. Tôm có biểu hiện 
bệnh khoảng 45-55 ngày tuổi. Tôm có bệnh cấp, nhiễm khuẩn với biểu hiện lâm 
sàng đỏ thân, đỏ đuôi, phông đuôi vào lúc thu mẫu hoặc có biểu hiện đốm trắng 
không rõ, mức độ chết nhanh hoặc đang chết cho kết quả xét nghiệm âm tính... 
20% trường hợp tôm chết cách lúc thu mẫu khoảng 1 tuần cho kết quả xét 
nghiệm nhiễm đốm trắng nhẹ. 

Ở Vĩnh Châu có 3 hình thức nuôi tôm là bán công nghiệp, tôm đầm và 
tôm lúa. Mẫu thu bệnh đốm trắng, đỏ thân ở 2 nông hộ nuôi cùng hình thức bán 
công nghiệp cho kết quả 50% âm tính và 50% dương tính. Mô hình nuôi tôm lúa 
với biểu hiện tắp mé, bỏ ăn, đốm trắng nhỏ không đổi màu, nhiều đốm trắng 
hơn đỏ thân. Tỷ lệ chết thấp. Kết quả xét nghiệm âm tính. Mẫu thu tôm đầm đã 
xuất hiện bệnh 1 tuần với dấu hiệu đỏ thân đốm trắng cùng với tỷ lệ chết cao 
cho kết quả nhiễm đốm trắng rất nặng. 
đd. Tỉnh Kiên Giang 


Khu vực huyện An Minh, An Biên: Tôm chết ở 30 — 70 ngày tuổi (tập 
trung là 35 — 45 ngày). Mức độ chết cao: 80 — 90%. Dấu hiệu lâm sàng: đỏ thân, 
đốm trắng, một số trường hợp phù đầu. Kết quả xét nghiệm tại thời điểm xảy ra 
bệnh với dấu hiệu lâm sàng đỏ thân đốm trắng cho kết quả xét nghiệm nhiễm 
nặng. Kết quả xét nghiệm trên tôm còn sót lại sau đợt chết cho kết quả khá đa 
dạng. Các mẫu tôm không có dấu hiệu đốm trắng, dấu hiệu đỏ thân với tỷ lệ thấp 
hầu hết cho kết quả âm tính. Ngược lại, một số mẫu còn sót lại sau khi xảy ra 
chết hàng loạt trong ao hoặc ruộng nuôi và có dấu hiệu đỏ thân đốm trắng cho 
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kết quả xét nghiệm dương tính nặng. Bệnh đốm trắng bộc phát trên các mô hình 
nuôi tôm ở hai huyện An Biên và An Minh gây thiệt hại lớn và lan trên diện 
rộng. 

Khu vực Hòn Đất, Hà Tiên và Kiên Lương: 

Mô hình tôm-lúa, phát hiện tôm chết sau 50 ngày thả. Tôm chết với biểu 
hiện đóng rong, bơi lội chậm chạp, đỏ thân, mức độ chết 70-80%. Mô hình nuôi 
quảng canh sau 72 ngày phát hiện tôm chết với biểu hiện lờ đờ, cặp mé, có bông 
trắng, chết 70%, chết kéo dài Mẫu thu với biểu hiện đỏ thân tại thời điểm bệnh 
hoặc sau khi xảy ra bệnh 10 ngày với dấu hiệu đỏ thân, đốm trắng. Kết quả xét 
nghiệm cho thấy nhiễm mầm bệnh đốm trắng rất nặng. Có thể khẳng định bệnh 
do virus đốm trắng bộc phát mạnh ở các khu vực Hòn Đất, Hà Tiên và Kiên 
Lương và lan nhiễm trên diện rộng. 


IIL3.2.2. Đợt đâu mùa mưa (7/2009) 
a. Tỉnh Cà Mau 


Về tình hình tôm nuôi ở khu vực Đầm Dơi nhìn chung ở các xã Tân 
Duyệt, Tạ An Khương và Thanh Tùng đã ghi nhận tôm nuôi hồi phục trên diện 
rộng. Hầu hết các nông dân có nguồn thu. Tuy nhiên ở xã Quách Văn Phẩm và 1 
số nông hộ ở xã Thanh Tùng vẫn ghi nhận dấu hiệu tôm nuôi bị chết kéo dài từ 
đầu năm đến nay với biểu hiện nhiễm khuẩn nặng và đốm trắng. Vùng giáp nước 
huyện Cái Nước tôm nuôi có hiện tượng phục hồi khá rõ như xã Trân Thới và 
Phú Tân. Mặt khác vẫn ghi nhận hiện tượng tôm nuôi bị bệnh và chết kéo dài ở 
các vùng có hệ thống thủy lợi kém phát triển (thị trấn Cái Nước) và những vùng 
đã nuôi tôm trong thời gian dài (Xã Việt Khái và Tân Hưng Tây tôm nuôi vẫn 
chết mặc dù có kênh mương thông thoáng). Vấn để cải thiện chất lượng nguồn 
nước và hạn chế mức độ lão hóa của ruộng nuôi được xem là yếu tố quyết định 
đến tình hình hồi phục của tôm nuôi. Vùng nội đồng (huyện Thới Bình) nhìn 
chung tôm nuôi có dấu hiệu hồi phục. Một số nông hộ thu hoạch khá tốt, hầu hết 
tôm đang ở giai đoạn lớn hơn 2 tháng tuổi. Tuy nhiên cũng có một số vùng do 
điều kiện địa hình và hiện trạng thủy lợi tôm chết vẫn kéo dài (ấp Trời Mọc xã 
Tân Phú). Tình hình nuôi ở khu vực thành phố Cà Mau có dấu hiệu hồi phục 
đáng kể. Đa phần các nông hộ có nguồn thu. 

b. Tỉnh Bạc Liêu 

Về tình hình nuôi của huyện Đông Hải hầu hết các vuông nuôi được khảo 
sát nằm trong vùng chuyển đổi nên hệ thống thủy lợi phục vụ cho nuôi trồng 
thủy sản chưa đạt các yêu cầu kỹ thuật cơ bản. Nhìn chung tôm nuôi có dấu hiệu 
hồi phục với 50% số nông hộ của đợt khảo sát trước có thu hoạch có lãi số còn lại 
là hòa vốn. Ở các nông hộ chưa ghi nhận hiện tượng tôm chết do bệnh, thường 
quan sát được dấu hiệu chậm phát triển so với ngày tuổi và hầu hết tôm đều bị 
nhiễm khuẩn. Kết quả xét nghiệm cho thấy 50% trường hợp nhiễm virus gây 
bệnh đốm trắng. Ở huyện Giá Rai theo báo cáo của Sở Thủy sản thì hình thức 
nuôi ở khu vực này là QCCT trên ruộng lúa và hầu hết đều không trồng lúa. Các 
yếu tố khách quan như nắng hạn kéo dài sau đó mưa lớn liên tục nhiều ngày 
cùng với việc điều tiết nước từ các cống chưa hợp lý nên ở một số nơi nông hộ 


216 


không có nước sạch để cấp vào đầm nuôi. Tôm nuôi hầu hết có dấu hiệu hồi phục. 
Với 50% số nông hộ của đợt khảo sát trước có thu hoạch có lãi số còn lại là hòa 
vốn, các nông hộ đã bắt đầu thu hoạch, sản lượng tương đối khá. Một vuông tôm 
từ 1-3 ha thu được 70 - 80kg. Tuy nhiên do hạn chế về kỹ thuật nuôi nên hầu hết 
những vuông tôm bình thường đều ghi nhận nhiễm khuẩn ở các mức độ khác 
nhau. Tôm chưa phát bệnh nhưng chậm lớn so với tuổi và thường sậm màu. 30 - 
ð0% trường hợp xét nghiệm cho kết quả dương tính với virus gây bệnh đốm 
trắng. Một số trường hợp tôm nuôi bị bệnh chết kéo dài và nông dân hầu như 
không có thu nhập từ việc nuôi tôm. Kết quả khảo sát cho thấy 100% số mẫu thu 
nhiễm virus gây bệnh đốm trắng từ thấp cho đến rất nặng. 

Tại huyện Vĩnh Lợi hầu hết nông dân đều thả lại tôm sau đợt chết vào 
tháng 3. Trước đợt khảo sát 3-4 tuần một số nông hộ trong vùng đã xuất hiện 
tôm chết với nhiều mức độ khác nhau Tôm nuôi chết sau 30 đến 45 ngày tuổi. 
Kết quả xét nghiệm cho thấy 75% số mẫu cho kết quả dương tính với virus gây 
bệnh đốm trắng. Nhìn chung tình hình nuôi đối với mô hìmh QCCT chưa có dấu 
hiệu hồi phục khả quan. Đối với khu vực nằm sâu trong nội đồng như huyện 
Phước Long tôm nuôi phát triển không ổn định với hai xã bị thiệt hại nhiều là 
Phước Long và Phong Thạnh Nam. Đa phần nông dân có thu hoạch được sản 
. phẩm do tôm bệnh có được kích thước tương đối. Việc sản xuất không kéo dài hết 
chu kỳ nuôi và hầu hết thu hoạch khi tôm có dấu hiệu bệnh với 70% trường hợp 
liên quan đến bệnh đốm trắng. So với thời điểm khảo sát nhìn chung bắt đầu có 
dấu hiệu phục hồi trên các ao có ghi nhận hiện tượng chết ở đợt khảo sát tháng 
3. Tuy nhiên mầm bệnh vẫn còn hiện diện trong khu vực với kết quả xét nghiệm 
dương tính (+++) với virus gây bệnh đốm trắng trêm tôm nuôi thu trong ao có 
hiện tượng chết. 

c. Tỉnh Sóc Trăng 

Tình hình nuôi nhìn chung có dấu hiệu phục hồi. Tuy nhiên chưa thể hiện 
sự ổn định. Đa phần thu hoạch có sản lượng tuy nhiên thường là thu hoạch sớm 
và có liên hệ mật thiết với bệnh đốm trắng khá rõ. Bên cạnh đó vẫn còn một số 
khu vực bệnh tôm nuôi kéo đài từ đầu năm gây nhiều khó khăn cho bà con nông 
dân vì không có được nguồn thu. Về tình hình cụ thể kết quả khảo sát cho thấy 
tôm nuôi của huyện Mỹ Xuyên đến cuối tháng 6 có 3 xã có diện tích thiệt hại 
trên 80% là Ngọc Tố, Ngọc Đông và Hòa Tú 2. 100% số nông hộ cũ đã được tiến 
hành thăm hỏi trong đợt tháng 7 cho thấy tại các hộ này tôm chết kéo dài từ 
tháng 3 đến nay và không có thu hoạch. Tôm chết xảy ra ở giai đoạn 30 - 65 
ngày tuổi. Có thể nói là thất thu hoàn toàn. Ở xã Hòa Tú 2 trong 8 hộ thăm 
viếng mới kết quả khảo sát cho thấy 25% số nông hộ đạt kết quả tốt trong hoạt 
động nuôi tôm, 75% còn lại hầu hết đạt kết quả khá thấp do tôm bị bệnh và 
chết. Hiện tượng tôm chết kéo dài từ tháng 3 cho đến nay vẫn tiếp tục ở các 
nông hộ này. Các mẫu thu để xét nghiệm cho 100% kết quả đương tính với virus 
gây bệnh đốm trắng từ thấp đến rất nặng. Tại xã Hòa Tú 1 tại thời điểm khảo 
sát có hơn 60% số nông hộ có thu hoạch hoặc chuẩn bị thu hoạch. Điều cần ghi 
nhận là những hộ đã thu hoạch gắn liền với thu hoạch sớm do tôm phát bệnh 
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qua kết quả xét nghiệm cho thấy 100% số mẫu dương tính với virus gây bệnh 
đốm trắng. Các nông hộ còn lại có tôm chết kéo dài từ tháng 3 đến nay không 


thu hoạch được hoặc sản lượng tôm thu không đáng kể. 


Tại huyện Vĩnh Châu nhìn chung tôm phát triển bình thường tuy nhiên 
có sự khác biệt khá lớn giữa các nông hộ. Ngoài các trường hợp tôm phát triển 
bình thường chuẩn bị thu hoạch có thể gặp một vài trường hợp tôm nuôi bị 
nhiễm khuẩn, chậm phát triển hoặc thiếu thức ăn. Cụ thể là tình hình nuôi tôm 
sú trong đợt 2 tương đối thuận lợi, diện tích thiệt hại chỉ chiếm 10% diện tích 
thả nuôi. Hầu hết các nông hộ khảo sát đều thu hoạch sớm và có sản lượng nhất 
định trong đó có 75% trường hợp tôm thu hoạch ở 45 - 65 ngày tuổi và 25% 
trường hợp tôm nuôi thu hoạch ngoài 1 tháng tuổi. Kết quả xét nghiệm với mẫu 
thu có dấu hiệu lâm sàng đỏ thân, đốm trắng cho 30% kết quả dương tính với 
virus gây bệnh đốm trắng ở mức độ nhẹ. 

d. Tỉnh Kiên Giang 

Tình hình nuôi và bệnh của các hộ khảo sát ở An Biên cho thấy các mô 
hình nuôi vẫn chưa thể hiện được tính ổn định. Tôm nuôi phục hồi không đều 
trên địa bàn huyện. Bệnh xảy ra ở các nông hộ và địa bàn khác nhau. Hầu hết 
các hộ có thu hoạch nhưng sản lượng không đáng kể. Hiện tượng tôm chết kéo 
dài vẫn ghi nhận được và có đến > 50 % trường hợp ghi nhận sự hiện diện của 
virus gây bệnh đốm trắng. Ở An Minh về tình hình nuôi thì khá đa dạng. Những 
hộ khảo sát trong đợt 1 mặc dù tôm bị bệnh chết nhưng vẫn còn sống sót một tỷ 


- lệ nhất định và có thu hoạch Có một số nông hộ tôm vẫn chết kéo dài và không 


thu hoạch. Mâm bệnh đốm trắng hiện diện nhưng tỷ lệ không đều ở các khu vực 
dao động từ 30-35%oø. Tình hình nuôi tại thị xã Hà Tiên và huyện Hòn Đất và 
huyện Kiên Lương tôm nuôi có dấu hiệu hồi phục. Bên cạnh một số hộ nông dân 
thu hoạch với sản lượng tương đối khá các hộ bị tôm chết ở đợt tháng ba có thu 
hoạch không đáng kể, đa phần thường có sản lượng thấp và không có lãi. Đối với 
vùng nội đồng Vĩnh Thuận tại thời điểm khảo sát đa số nông hộ hoặc xã bỏ, hoặc 
thu hoạch sớm, hoặc đã xuống giống được ít hôm. Kết quả xét nghiệm của mẫu 
thu từ nông hộ có tôm chết với biểu hiện đỏ thân, đốm trắng cho kết quả dương 
tính với virus gây bệnh đốm trắng. 

II13.2.3. Đợt đâu mùa khô (12/2002) 

a. Tỉnh Cà Mau 


Về tình hình nuôi qua phân tích số liệu cho thấy diện tích nuôi tôm ở tỉnh 
Cà Mau là 202.000 ha trong đó tôm-lúa 173.800 ha. Sau đợt tôm chết trên diện 
rộng vào tháng 03 năm 2002 tôm nuôi bắt đầu có dấu hiệu hồi phục vào tháng 07 
và tiếp tục cải thiện đến thời điểm khảo sát (tháng 11). Tuy nhiên sản lượng thu 
hoạch không đều ở các hộ nông dân và ở các khu vực khác nhau. Nhìn chung 
năng suất bình quân còn ở mức thấp. Hiện tượng tôm chết lai rai và kéo dài vẫn 
còn được ghi nhận. Một số hộ ở huyện Cái Nước cấy lúa trong mùa mưa, tuy 
nhiên hầu hết lúa chết sau 1 tháng. Lúa cấy thiệt hại nặng hơn lúa sạ. Một số hộ 
trồng năng thay lúa. 
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b. Tỉnh Bạc Liêu 

Nhìn chung tôm nuôi có dấu hiệu hồi phục trong vụ này, phần diện tích bị 
thiệt hại của các huyện đã nêu ở phần trên được phục hồi khá nhưng chưa thật 
sự ổn định. Năng suất và sản lượng nuôi trên vùng chuyển đổi còn thấp và thiếu 
tính ổn định. Tình hình sức khỏe tôm nuôi của mô hình QCCT này cho thấy lệ 
thuộc quá nhiều vào điểu kiện môi trường. Các cố gắng nhằm cải thiện môi 
trường thông qua giải pháp kỹ thuật luân canh tôm lúa cho thấy chưa có lời giải 
đáp thỏa đáng với 95% nông hộ trồng lúa ở Phước Long đều không có kết quả. 
e. Tỉnh Sóc Trăng ˆ 

Theo báo cáo của Sở Thủy Sản Sóc Trăng, tổng diện tích nuôi có thả giống 
trong 10 tháng ước tính khoảng 54.282ha. Trong đó thả giống vụ 1 là 30.284ha 
và thả lấp vụ là 19.499ha. Diện tích thiệt hại của vụ 1 là 16.692ha và diện tích 
thiệt hại của tôm thả lấp vụ là 8.311ha. Diện tích thu hoạch sú vụ 1 là 13.590ha 
và diện tích thu hoạch thả lấp vụ là 6.188ha. Hầu hết các hộ nuôi tôm ở huyện 
Mỹ Xuyên đều trồng lúa ở giai đoạn này. 
d. Tỉnh Kiên Giang 

Tình hình nuôi và bệnh của các hộ khảo sát ở An Biên cho thấy các mô 
hình nuôi ở đây vẫn chưa thể hiện được tính ổn định. Tôm nuôi có hồi phục 
nhưng chưa hoàn toàn và không đều trên địa bàn huyện. Các hộ có thu hoạch 
nhưng sản lượng và lãi suất chưa cao. Ở huyện An Minh hầu hết tôm nuôi phát 
triển tốt hơn so với các đợt trước tuy nhiên vẫn ghi nhận sự hiện diện của mầm 
bệnh ở xã Vân Khánh Đông. Ở thị xã Hà Tiên cũng ghi nhận sự hiện diện của 
mầm bệnh. Huyện Vĩnh Thuận tại thời điểm khảo sát có một số nông hộ vẫn còn 
tôm chết lai rai và qua thu mẫu xét nghiệm cho thấy sự hiện diện của MBV và 
virus gây bệnh đầu vàng. 
Nhận xét chung 

- Năm 2000: Bước đầu xác định mùa vụ xuất hiện bệnh năm 2000 ở một 
số tỉnh Đồng Bằng Sông Cửu Long cho thấy: Dịch bệnh thường xảy ra từ tháng 3 
đến tháng 5 và tháng 8 đến tháng 10 trên các mô hình nuôi khác nhau. Có mối 
tương quan với một số yếu tố thời tiết. 

- Năm 2001: Có hai đợt dịch bệnh tôm sú nuôi ở ĐBSCL năm 2001: 
Tháng 2-3, tháng 7-8. 

+ Đợt dịch bệnh tháng 2-3: là đợt dịch bệnh xảy ra trên diện rộng, 
tôm bệnh dưới 1,5 tháng tuổi, ở các vùng nuôi thả giống sớm từ tháng 1-2 
+ Đợt dịch bệnh tháng 7-8: Dịch bệnh xảy ra trên địa bàn các tỉnh 

Trà Vinh, Sóc Trăng, Bạc Liêu, Cà Mau, Kiên Giang là các tỉnh thuộc phía Nam 
Sông Tiển. Hai tỉnh Tiền Giang và Bến Tre thuộc phía Bắc Sông Tiền có tỷ lệ 
diện tích tôm nuôi bị bệnh chết không đáng kể. 

- Năm 2009: Tôm chết trên diện rộng trong tháng 3,4, đến tháng 7 tôm 
bắt đầu hồi phục trên toàn khu vực khảo sát. Tuy nhiên có một số nơi tôm chết 
kéo dài. Cuối năm 2002 số lượng thu hoạch toàn vùng tương đối tốt. 
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